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ABSTRAK 
 
NAMA MAHASISWA : AYU LISNA NINGSI 
NOMOR MAHASISWA : 70100114066 
JUDUL PENELITIAN         :“Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun 
Tembakau (Nicotiana tabacum L.) Yang 
Berasal dari Desa Cabbenge Kabupaten 
Soppeng” 
 
Telah dilakukan penelitian tentang Aktivitas Antioksidan Estrak Daun 
Tembakau (Nicotiana tabacum L.) Yang Berasal Dari Desa Cabbenge Kabupaten 
Soppeng. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antioksidan 
dari ekstrak daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) dalam meredam aktivitas 
radikal bebas. . Ekstraksi daun daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) dilakukan 
dengan metode maserasi bertingkat menggunakan n –Heksan, etil asetat, etanol 
96% dan air, ekstrak kemudian dipekatkan dengan Rotary evaporator. Metode 
pengujian antioksidan pada penelitian ini menggunakan metode DPPH (1,1-
Diphenyl-2-Picrylhidrazin) dengan mengukur serapan absorbansi pada panjang 
gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis kemudian 
ditentukan nilai IC50. Hasil pada penelitian ini menunjukkan bahwa aktivitas 
antioksidan dari ekstrak daun tembakau memiliki antioksidan tertinggi 
berdasarkan nilai IC50 yang diperoleh dibawah 50 ppm. 
 
Kata Kunci : Antioksidan, Ekstrak, DPPH 
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ABSTRACT 
 
NAME           : AYU LISNA NINGSI 
NIM               : 70100114066 
TITLE           : Antioxidant Activity Of Tobacco Leaf Extract (Nicotiana 
tabacum L.) Originating From Cabbenge Village Sopppeng 
District  
           
 Research was conducted on the antioksidant Activity of Tobacco Leaf 
Exktract (Nicotiana tabacum L.) Originating from Cabbenge Village soppeng 
dictrict,. The purpose of this study was to determine the antioksidant activity of 
tobacco leaf extract (Nicitiana tabacum L) in reducing free radical activity. 
Extraction of tobacco leaf (Nicotiana tabacum L.) was carried out by multilevel 
maceration method using n-Heksan, ethyl acetat, ethanol 96% and water, the 
extract was then concentrated wuth a rotary evaporator. The antioksidant testing 
method in this study used the €dpph (1,1 Diphenyl-2-Picrylhidrazil) method by 
measuring absorbance absortion at themaximum wavelength using a UV-Vis 
spectrophotometer then determined the IC50 value. The result of this study 
indicate that the antiokxidant activity of tobacco leaf extract based on IC50 values 
obtained below 50 ppm. 
Keywords: Antioxidants, Extracts, DPPH 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
A.           Jmm,,liiuiuu887 Latar belakang  
Radikal bebas merupakan atom atau molekul yang memiliki elektron tidak 
berpasangan. Elektron tidak berpasangan tersebut mengakibatkan radikal bebas 
sangat reaktif yang kemudian akan menangkap atau mengambil elektron dari 
senyawa lain seperti protein, lipid, karbohidrat, dan DNA untuk menetralkan diri. 
Radikal bebas dapat masuk kedalam tubuh dan menyerang sel-sel yang sehat dan 
menyebabkan sel-sel tersebut kehilangan fungsi. Akumulasi dari kerusakan 
tersebut berkonstribusi terhadap beberapa penyakit dan menyebabkan kondisi 
yang biasa disebut sebagai penuaan dini (Liochev, 2013: 4). 
Efek negatif dari radikal bebas terhadap tubuh dapat di cegah dengan 
senyawa yang disebut antioksidan. Antioksidan berfungsi untuk menstabilkan 
radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron dari radikal bebas sehingga 
menghambat terjadinya reaksi berantai (Windono dkk., 2001).  
Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menyumbangkan atau 
mendonorkan atom hidrogen atau proton kepada senyawa radikal bebas sehingga 
senyawa radikal tersebut menjadi lebih stabil. Dilihat dari sumber dimana 
antioksidan tersebut dapat diperoleh, antioksidan terbagi menjadi dua yakni 
iantioksidan alami dan antioksidan buatan. Antioksidan alami dapat berasal dari 
buah-buahan dan tanaman, sedangkan antioksidan buatan dapat disintesis dari 
suatu reaksi. Penggunaan antioksidan buatan dalam jangka waktu yang panjang 
dan jumlah yang berlebih dapat menyebabkan kerusakan hati. Antioksidan 
2 
 
 
merupakan suatu senyawa yang berfungsi mencegah sistem biologi tubuh dari 
efek yang merugikan yang timbul dari proses ataupun reaksi yang menyebabkan 
oksidasi yang berlebihan. Berbagai bukti ilmiah menunjukkan bahwa senyawa 
antioksidan mengurangi resiko terhadap penyakit kronis seperti kanker dan 
penyakit jantung koroner (Rosahdi, 2013:3).  
Daun tembakau diantaranya mengandung bahan aktif, bahan aktif tersebut 
antara lain golongan fenol berupa flavonoid, golongan alkaloid berupa nikotin 
golongan saponin berupa steroid dan juga mengandung golongan minyak atsiri 
berupa terpenoid (Rusli, dkk. 2011). 
Secara umum daun tembakau dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan 
rokok dan telah menjadi kontroversi karena dapat menyebabkan dampak negatif 
bagi kesehatan. Namun jika ditinjau dari sisi pengobatan, justru daun tembakau 
itu memiliki peluang besar untuk di jadikan sebagai salah satu bahan alternatif 
obat herbal. Hal ini telah terbukti dari beberapa penelitian bahwa tembakau dapat 
digunakan sebagai bahan pestisida alami, dan pencegah karies gigi. Penggunaan 
daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) sebagai sampel dalam penelitian ini 
karena dau tembakau memiliki salah satu senyawa kimia yaitu flavonoid, dimana 
kita ketahui flavonoid memiliki antioksidan, yang mampu menghambat proses 
oksidasi (Ngozi, 2009). Hal inilah yang mendorong peneliti untuk melakukan 
penelitian aktivitas antioksidan dari fraksi daun tembakau (Nicotiana tabacum L.). 
Beberapa tumbuhan yang berkhasiat mengandung senyawa antioksidan 
misalnya senyawa golongan fenolik, flavonoid, dan xanton. Senyawa ini dapat 
digolongkan sebagai antioksidan alami (Latief, 2015: 2). 
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Telah disebutkan bahwa tembakau mempunyai kandungan kimia berupa 
flavonoid, alkaloid, saponin, dan minyak atsiri. Yang dimana senyawa tersebut  
dapat dimanfaatkan dalam berbagai pengobatan. Salah satunya sebagai 
antioksidan dimana pengunaaan metode DPPH adalah sebagai salah satu dasar 
pengukuran aktivitas aktioksidan.  
Pengukuran aktivitas antioksidan dalam menangkal senyawa radikal bebas 
dilakukan dengan menggunakan berbagai macam metode. Salah satunya dengan 
metode pengukuran serapan radikal DPPH. Uji radikal DPPH secara luas 
digunakan, dikarenakan metode DPPH cepat dan terpercaya untuk menguji 
kemampuan antioksidan dalam meredam radikal bebas. Metode DPPH didasarkan 
pada 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) yang berperan sebagai radikal bebas 
yang akan diredam radikal bebasnya dengan menggunakan antioksidan yang 
terdapat dalam sampel uji, yang terlihat pada spektrospotometer, DPPH 
memberikan penyerapan kuat di 517 nm karena ganjilnya elektron. Sebagai 
elektron yang tidak berpasangan radikal ini dipasangkan dengan adanya 
penangkapan radikal bebas, ketika penyerapan berkurang dan larutan DPPH 
diturunkan maka warna berubah dari ungu tua ke kuning muda dan yang 
dihasilkan sehubungan dengan jumlah elektron yang ditangkap (Shintia, 2017:  4). 
Berdasarkan latar belakang diatas maka dilakukan penelitian tentang 
aktivitas antioksidan dari fraksi daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) 
menggunakan metode DPPH dengan menghitung nilai IC50.  
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B. Rumusan Masalah  
Berdasarkan latar belakang yang dikemukakan maka rumusan masalah 
penelitian ini adalah : 
1. Apakah ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, eksrtak etanol 96%, dan ekstrak 
air daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) mempunyai aktivitas antioksidan ? 
2. Berapakah nilai IC50 ekstrak daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) ? 
C.  Definisi Operasional dan Ruang Lingkup Penelitian 
1. Definisi Operasional 
a. Ekstraksi  
Ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan bahan kimia dari 
campurannya dengan menggunakan pelarut sehingga bahan yang terlarut akan 
berpisah dengan bahan yang tidak terlarut. 
b. Radikal bebas 
Radikal bebas adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu 
atau lebih elektron yang tidak berpasangan, yang sangat reaktif terhadap sel-sel 
tubuh. 
c. IC50 (Inhibitory Concentration 50) 
Didefenisikan besarnya konsentrasi Nilai IC50 yang dapat menghambat 
aktivitas radikal, yaitu menghambat aktifitas radikal bebas sebanyak 50%.  
d. Antioksidan  
Antioksidan adalah senyawa yang mampu menghambat laju oksidasi 
molekul lain atau menetralisir radikal bebas. 
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2. Ruang lingkup penelitian  
Penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antioksidan hasil isolasi dari  
daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) dengan penentuan IC50 dengan 
menggunakan metode DPPH.  
D. Kajian pustaka  
Berdasarkan jurnal skripsi riria putri (2015) yang berjudul daya hambat 
ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) terhadap pertumbuhan 
mikroba rongga mulut, pada penelitian tersebut mengkutip bahwa daun tembakau 
(Nicotiana tabacum L.) mengandung senyawa golongan fenol berupa flavonoid, 
golongan alkaloid berupa nikotin, golongan saponin berupa steroid, dan golongan 
minyak atsiri berupa terpenoid. Tembakau juga dapat menghasilkan protein 
Growh colony stimulating Factor (GSCF) yang dapat digunakan untuk 
menstimulasi produksi darah dan memperbanyak stemcell yang kemudian 
dikembangkan untuk memulihkn jaringan tubuh yang rusak, selain itu tembakau 
juga dapat menghasilkan produk farmasi berbentuk protein yang berguna sebagai 
bahan baku antibody, obat dan juga antivirus, hal tersebut menunjukkan bahwa 
daun tembakau juga memiliki berbagai kandungan yang bermanfaat dalam bidang 
kesehatan. 
Berdasarkan jurnal Prastiwati, rahmani, dkk. (2013) perbandingan daya 
antioksidan ekstrak metanol daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) dengan rutin 
terhadap radikal bebas 1,1-diphenil-2 pikrilhidrazil (DPPH). Penelitian ini 
bertujuan untuk mengetahui aktivitas ekstrak methanol daun tembakau sebagai 
antioksidan, daun tembakau di ekstraksi menggunakan alat sokletasi dengan 
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pelarut methanol. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode 
DPPH secara spektrofotometri. Pengukuran absorbansi dilakukan dengan 
spektrofotometer dengan 5 kali replikasi pada panjang gelombang 517 nm. Hasil 
penelitian menunjukkan ekstrak daun tembakau memiliki aktivitas sebagai 
antioksidan dengan nilai IC50 63,62 µg/mL. Ekstrak metanol daun tembakau (IC50 
63,62 µg/mL) mempunyai aktivitas antioksidan yang berbeda dari rutin (IC50 3,66 
µg/mL). 
Menurut Liu Yu, Lu Wang (2016) yang berjudul “ The antioksidative 
defense Sysytem is involved in the premature senescence in transgenic tobacco 
(Nicotiana tabacum)” menunjukkan hasil bahwa tembakau dapat diterapkan 
sebaga analisis untuk menunjukkanan hasil penuaan transgenic. 
E. Tujuan dan manfaat penelitian 
1. Tujuan Penelitian 
a. Mengetahui apakah ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, eksrtak etanol 96%  
dan ekstrak air daun tembakau  (Nicotiana tabacum L.) mempunyai aktivitas 
antioksidan. 
b. Mengetahui berapakah Nilai IC50 ekstrak daun tembakau (Nicotiana tabacum 
L.)  yang memberikan efek Antioksidan. 
 
2. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini yaitu untuk menambah data ilmiah, 
pengetahuan serta gambaran kepada penulis dan masyarakat luas terutama dalam 
pengobatan dari bahan alam khusunya daun tembakau (Nicotiana Tabacum L.), 
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serta diharapkan dapat memperkaya khazanah penggunaan obat dari bahan alam 
secara ilmiah dan rasional. 
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BAB II 
TINJAUAN TEORETIS 
A. Uraian Sampel 
1. Klasifikasi Tanaman 
a. Nama Indonesia : Tembakau 
b. Nama local  : Tambako (Makassar) 
c. Klasifikasi  (Listyanto, 2010) 
Kingdom  : Plantae  
Subkingdom : Tracheobionta  
Super Devisi : Spermatophyta  
 Devisi  : Magnoliophyta  
Kelas  : Magnoliopsida  
Sub Kelas  : Asteridae  
Ordo  : Solanales  
Famili  : Solanaceae   
Genus  : Nicotiana  
   Spesies  : Nicotiana tabacum L. 
2. Morfologi Tanaman 
Tembakau dicirikan dengan keadaan tanaman yang kokoh dan besar 
dengan ketinggian tanaman sedang, daunya tipis dan elastisitas, bentuk daun bulat 
lebar, bermahkota slinder dan daunya berwarna cerah, tembakau berhabitus 
disemak, semusim, tinggi kurang lebih 2 cm.  
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Gambar 1.1  tanaman tembakau (Susilowati, 2006) 
Tanaman Tembakau memiliki bentuk batang agak bulat, agak lunak tapi 
kuat, makin ke ujung makin kecil. Daun tanaman tembakau memiliki bentuk bulat 
lonjong (oval) atau Bulat Bulat, tergantung pada varietasnya. Memiliki bunga 
majemuk, tumbuh diujung batang, kelopak berbulu, benang Sari lima, kepala sari 
abu, kepala putik satu, mahkota berbentuk terompet berwarna merah muda. 
Memiliki bentuk buah Kotak, bulat telur, masih muda hijau setelah tua coklat. Biji 
kecil, warna coklat, tanaman tembakau berakar tunggang  tumbuh tegak ke pusat 
bumi (Listyanto, 2010). 
Daun tembakau secara umum diklasifikasikan berdasarkan letaknya pada 
batang, yang dimulai dari bawah ke atas, yaitu : daun pasir (zond blad lugs), kaki ( 
voet blade cutters), tengah ( midden blad/leaf) dan atas (top blad/tips) (Susilowati, 
2006). 
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3.  Kandungan Kimia  
Hasil uji pendahuluan daun tembakau bagian atas diantaranya 
mengandung bahan aktif, antara lain fenol, alkaloid, saponin, flavonoid, 
terpenoid, dan juga mengandung steroid, sedangkan daun bagain bawah hanya 
mengandung alkaloid, flavonoid dan terpenoid (Rusli, dkk. 2011; Susanto dkk, 
2010; Susanti, 2012). 
B. Simplisia 
Simplisia adalah bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang 
belum mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dinyatakan lain, berupa 
bahan yang telah dikeringkan. Simplisia dibedakan menjadi simplisia nabati, 
simplisia hewani, dan simplisia pelikan (mineral). Simplisia nabati adalah 
simplisia yang berupa tumbuhan utuh, bagian tumbuhan atau eksudat tumbuhan. 
Eksudat tumbuhan adalah isi sel yang secara spontan keluar dari tumbuhan atau 
isi sel yang dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya. Atau senyawa nabati 
lainnya yang dengan cara tertentu dipisahkan dari tumbuhannya dan belum berupa 
senyawa kimia murni (Anonim, 2000). 
Dalam hal simplisia sebagai bahan baku (awal) dan produk siap 
dikomsumsi langsung, dapat dipertimbangkan tiga konsep untuk menyusun 
parameter standar mutu yaitu sebagai berikut: 
1. Bahwa simplisia sebagai bahan kefarmasian seharusnya mempunyai tiga 
parameter mutu umum suatu bahan (material) yaitu kebenaran jenis (Identifikasi), 
kemurnian (Bebas dari kontaminasi kimia dan biologis), serta aturan penstabilan 
(Wadah, penyimpanan dan transportasi). 
2. Bahwa simplisia sebagai bahan dan produk komsumsi manusia sebagai obat 
tetap diupayakan memiliki tiga paradigm seperti produk kefarmasian lainnya yaitu 
mutu, aman, manfaat. 
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3. Bahwa simplisia sebagai bahan dengan kandungan kimia yang 
bertanggunggung jawab terhadap respon biologi untuk mempunyai spesifikasi 
kimia yaitu informasi, komposisi (Jenis dan kadar) senyawa kandungan (Anonim, 
2000). 
C. Metode Ekstraksi 
Simplisia adalah bahan alam yang digunakan sebagai obat yang belum 
mengalami pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain, barupa bahan yang 
telah dikeringkan. Simplisia nabati adalah simplisia berupa tanaman utuh, bagian 
tanaman dan eksudat tanaman, simplisia hewani adalah simplisia berupa hewan 
utuh, bagian hewan atau zat yang dihasilkan hewan yang masih berupa zat kimia 
murni, dan simplisia mineral adalah simplisia yang berasal dari bumi, baik telah 
diolah ataupun belum, tidak berupa zat kimia murni (Anonim, 1979: 28). 
Persyaratan simplisia nabati dan hewani diberlakukan pada simplisia yang 
diperdagangkan, tetapi pada simplisia yang digunakan untuk suatu pembuatan 
atau isolasi minyak atsiri, alkaloid, glikosida atau zat aktif lain, tidak harus 
memenuhi persyaratan (Anonim, 1995: 5).  
Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi 
senyawa aktif dari simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang sesuai, 
kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dari massa atau serbuk yang 
tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan 
(Anonim, 2000: 7). 
Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik dan memisahkan senyawa yang 
mempunyai kelarutan berbeda–beda dalam berbagai pelarut komponen kimia 
yang terdapat dalam bahan alam baik dari tumbuhan, hewan, dan biota laut 
dengan menggunakan  pelarut organik tertentu (Anonim, 2000). 
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Pemilihan metode ekstraksi tergantung pada sifat bahan dan senyawa yang 
akan diisolasi. Sebelum memilih suatu metode, target ekstraksi perlu ditentukan 
terlebih dahulu. Ada be-berapa target ekstraksi, diantaranya (Sarker SD, dkk., 
2006): Senyawa bioaktif yang tidak diketahui; Senyawa yang diketahui ada pada 
suatu organisme; Sekelompok senyawa dalam suatu organisme yang berhubungan 
secara struktural. 
Jenis-jenis ekstraksi: 
a. Maserasi 
Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan 
pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur 
ruangan. Maserasi bertujuan untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan 
pemanasan maupun yang tidak tahan pemanasan. Secara teknologi maserasi 
termasuk ekstraksi dengan prinsip metode pencapaian konsentrasi pada 
keseimbangan. Maserasi dilakukan dengan beberapa kali pengocokan atau 
pengadukan pada temperatur ruangan atau kamar (Anonim, 2000). 
Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan. 
Cara ini sesuai, baik untuk skala kecil maupun skala industri. Metode ini 
dilakukan dengan memasukkan serbuk tanaman dan pelarut yang sesuai ke dalam 
wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi dihentikan 
ketika tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan 
konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari 
sampel dengan penyaringan. Kerugian utama dari metode maserasi ini adalah 
memakan banyak waktu, pelarut yang digunakan cukup banyak, dan besar 
kemungkinan beberapa senyawa hilang. Selain itu, beberapa senyawa mungkin 
saja sulit diekstraksi pada suhu kamar. Namun di sisi lain, metode maserasi dapat 
menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat termolabil (Agoes, 2007). 
13 
 
 
b. Reflusk  
Refluks adalah metode penyarian dengan cara cairan penyari dipanaskan 
hingga mendidih, penyari akan menguap ke atas melalui serbuk simplisia, uap 
penyari pengembun karena didinginkan oleh pendingin balik (kondensor). Embun 
turun melalui serbuk simplisia sambil melarutkan zat aktifnya dan kembali ke 
labu. Cairan akan menguap berulang hingga pelarut jenuh (Anonim, 2000). 
c.  Perkolasi   
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru dan sempurna 
(Exhaustiva extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan. 
Prinsip perkolasi adalah dengan menempatkan serbuk simplisia pada suatu bejana 
silinder, yang bagian bawahnya diberi sekat seperti berpori. Proses terdiri dari 
tahap pengembangan bahan, tahap maserasi antara, tahap perkolasi sebenarnya 
(penetasan/penampungan ekstrak), terus menerus sampai diperoleh ekstrak 
(perkolat) yang jumlahnya 1-5 kali bahan (Anonim, 2000).  
Pada metode perkolasi, serbuk sampel dibasahi secara perlahan dalam 
sebuah perkolator (wadah silinder yang dilengkapi dengan kran pada bagian 
bawahnya). Pelarut ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan dibiarkan 
menetes perlahan pada bagian bawah. Untuk meyakinkan perkolasi sudah 
sempurna, perkolat dapat diuji adanya metabolit denga reagen spesifik. Kelebihan 
dari metode ini adalah sampel senantiasa dialiri oleh pelarut baru. Sedangkan 
kerugiannya adalah jika sampel dalam perkolator tidak homogen maka pelarut 
akan sulit menjangkau seluruh area. Selain itu, metode ini juga membutuhkan 
banyak pelarut dan memakan banyak waktu (Agoes, 2007). 
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d.  Sokletasi  
Soxkletasi merupakan proses ekstraksi  dengan menggunakan pelarut yang 
selalu baru yang umumnya dilakukan dengan alat khusus soxklet sehingga terjadi 
ekstraksi konstan dengan adanya pendingin balik. Caranya, serbuk bahan 
ditempatkan pada selongsong dengan pembungkus kertas saring, lalu ditempatkan 
pada alat soxklet yang telah dipasang labu dibawahnya. Tambahkan pelarut 
sebanyak 2 kali sirkulasi. Pasang pendingin balik, panaskan labu, ekstraksi 
berlangsung minimal 3 jam dengan interval sirkulasi kira-kira 15 menit (Atun, 
2014).  
Metode ini dilakukan dengan menempatkan serbuk sampel dalam sarung 
selulosa (dapat digunakan kertas saring) dalam klonsong yang ditempatkan di atas 
labu dan di bawah kondensor. Pelarut yang sesuai dimasukkan ke dalam labu dan 
suhu penangas diatur di bawah suhu reflux. Keuntungan dari metode ini adalah 
proses ektraksi yang kontinyu, sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil 
kondensasi sehingga tidak membutuhkan banyak pelarut dan tidak memakan 
banyak waktu. Kerugiannya adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat 
terdegradasi karena ekstrak yang diperoleh terus-menerus berada pada titik didih. 
e. Destillasi uap  
Destilasi uap memiliki proses yang sama dan biasanya digunakan untuk 
mengekstraksi minyak esensial (campuran berbagai senyawa menguap). Selama 
pemanasan, uap terkondensasi dan destilat (terpisah sebagai 2 bagian yang tidak 
saling bercampur) ditampung dalam wadah yang terhubung dengan kondensor. 
Kerugian dari metode ini adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat 
terdegradasi (Seidel, 2006).  
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Proses destilasi lebih banyak digunakan untuk senyawa organik yang 
tahan pada suhu yang cukup tinggi, yang lebih tinggi dari titik didih pelarut yang 
digunakan (Darwis, 2000). 
f. Infudasi  
Infudasi merupakan metode ekstraksi dengan pelarut air. Pada waktu 
proses infusdasi berlangsung, temperatur pelarut air harus mencapai suhu 90ºC 
selama 15 menit. Rasio berat bahan dan air adalah 1 : 10, artinya jika berat bahan 
100 g maka volume air sebagai pelarut adalah 1000 ml. Cara yang biasa dilakukan 
adalah serbuk bahan dipanaskan dalam panci dengan air secukupnya selama 15 
menit terhitung mulai suhu mencapai 90ºC sambil sekali-sekali diaduk. Saring 
selagi panas melalui kain flanel, tambahkan air panas secukupnya melalui ampas 
hingga diperoleh volume yang diinginkan. Apabila bahan mengandung minyak 
atsiri, penyaringan dilakukan setelah dingin (Atun, 2014). 
g. Dekosi   
Dekosi merupakan proses ekstraksi yang mirip dengan infusdasi, hanya 
saja infus yang dibuat membutuhkan waktu lebih lama (≥30 menit) dan suhu 
pelarut sama dengan titik didih air. Caranya, serbuk bahan ditambah air dengan 
rasio 1:10, panaskan dalam panci enamel atau panci stainless steel selama 30 
menit. Bahan sesekali diaduk. Saring pada kondisi panas melalui kain flanel, 
tambahkan air panas secukupnya melalui ampas sehingga diperoleh volume yang 
diinginkan (Atun, 2014). 
h. Ultrasound - Assisted Solvent Extraction  
Merupakan metode maserasi yang dimodifikasi dengan menggunakan 
bantuan ultrasound (sinyal dengan frekuensi tinggi, 20 kHz). Wadah yang berisi 
serbuk sampel ditempatkan dalam wadah ultrasonic dan ultrasound. Hal ini 
dilakukan untuk memberikan tekanan mekanik pada  sel hingga menghasilkan 
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rongga pada sampel. Kerusakan sel dapat menyebabkan peningkatan kelarutan 
senyawa dalam pelarut dan meningkatkan hasil ekstraksi (Seidel, 2006). Getaran 
ultrasonik (>20.000 Hz) memberikan efek pada ekstrak dengan prinsip 
meningkatkan permiabilitas dinsing sel, menimbulkan gelembung spontan 
(cavitation) sebagai stres dinamis serta menimbulkan fraksi interfase. Hasil 
ekstraksi tergantung pada frekuensi getaran, kapasitas alat dan lama proses 
ultrasonikasi (Anonim, 2000). 
D. Radikal Bebas 
Radikal bebas (free radical) atau sering juga disebut senyawa oksigen 
reaktif (reactive oxygen species/ROS) adalah sebuah molekul atau atom yang 
mempunyai satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbital terluarnya. 
Radikal bebas bersifat tidak stabil, sangat reaktif dan dapat merebut elektron dari 
molekul lain dalam upaya mendapatkan pasangan elektronnya. Molekul yang 
kehilangan electron ini dapat bersifat reaktif, terutama asam lemak tidak jenuh 
yang kemudian ditransformasikan menjadi radikal bebas yang sangat reaktif 
.Radikal bebas yang elektronnya tidak berpasangan secara cepat akan menarik 
elektron makro molekul biologis yang berada di sekitarnya seperti protein, asam 
nukleat, dan asam deoksiribonukleat (DNA). Jika makro molekul yang teroksidasi 
dan terdegradasi tersebut merupakan bagian dari sel atau organel, maka dapat 
mengakibatkan kerusakan pada sel tersebut (Suryo, 2008: 448). 
Radikal bebas dalam tubuh bersifat sangat reaktif dan akan berinteraksi 
secara destruktif melalui reaksi oksidasi dengan bagian tubuh maupun sel-sel 
tertentu yang tersusun atas lemak, protein, karbohidrat, DNA, dan RNA sehingga 
memicu berbagai penyakit seperti jantung koroner, penuaan dini dan kanker. Oleh 
sebab itu dibutuhkan antioksidan untuk mengatasi radikal bebas (Reynertson, 
2007). 
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Senyawa radikal bebas merupakan salah satu factor penyebab kerusakan 
DNA di samping penyebab lain seperti viru, bila kerusakan tidak terlalu parah, 
masih dapat diperbaiki oleh system perbaikan DNA. Namun, bila sudah 
menyebabkan rantai DNA terputus diberbagai tempat, kerusakan ini tidak dapat 
diperbaiki lagi sehingga pembelahan sel akan terganggu. Bahkan terjadi 
perubahan abnormal yang mengenai gen tertentu dalam tubuh yang dapat 
menimbulkan penyakit kanker (Suryo, 2008: 451).  
Mekanisme perusakan sel oleh radikal bebas berawal dari teroksidasinya 
asam lemak tak jenuh pada lapisan lipid membran sel, reaksi ini mengawali 
terjadinya oksidasi lipid berantai yang menyebabkan kerusakan membran sel, 
oksidasi lebih jauh akan terjadi pada protein yang berakibat fatal dengan rusaknya 
DNA. Diperkirakan sebagian penyakit yang disebutkan di atas diawali oleh proses 
perusakan ini (Cholisoh, 2008: 33). 
Radikal bebas merupakan pemicu kerusakan saraf dan otak. Selain itu 
radikal bebas juga terlibat dalam peradangan, pengapuran tulang gangguang 
pencernaan, ganguang fungsi hati, meningkatkan kadar loe density lipoprotein 
(LDL) yang kemudian menjadi penyebab penimbunan kolesterol pada dinding 
pembuluh darah sehingga timbullah aterosklerosis atau lebih dikenal penyakit 
jantung koroner. Pembentukan radikal bebas akan dinetralisir oleh antioksidan 
yang diproduksi oleh tubuh dalam jumlah yang berimbang (Khairah,2010: 3). 
a. Sumber pemicu radikal bebas  
  Sumber radikal bebas ada yang bersifat internal yaitu dari dalam tubuh da 
nada yang bersifat eksternal dari luar tubuh. 
1). Radikal bebas internal  
  Radikal bebas inrenal berasal dari oksigen yang kita hirup. Oksigen yang 
biasa kita hirup merupakan penopang utama kehidupan karena menghasilkan 
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banyak energy namun hasil lain dari reaksi pembentukan energy tersebut akan 
menghasilkan Reactive Oxygen Spesies (ROS). Metabolisme aerobic yang 
merupakan proses penting kehidupan organisme selalu diikuti oleh terbentuknya 
radikal bebas. Radikal bebas terbentuk saat proses sintesis energy oleh mitokondria 
atau proses dekoksifikasi yang melibatkan enzim sitokrom P450 di hati. Seperti 
diketahui proses metabolism terjadi karena teroksidasinya zat-zat makanan yang 
dikonversi menjadi senyawa pengikat energy (adenosine triphospat) dengan 
bantuan oksigen. Dalam proses oksidasi itu terbentuk juga radikal bebas (ROS) 
yaitu anion superoksida dan hidroksil radikal (Khairah, 2010). 
2). Radikal bebas eksternal  
  Sumber radikal bebas eksternal dapat berasal dari polusi udara, alcohol, 
rokok, radiasi sinar uv, obat-obatab tertentu seperti anastersi, peptisida, sinar X dan 
kemoterapi. Radikal bebas juga dihasilakn dari proses pengolahan makanan yang 
berlebihan. Beberapa cara oengolahan makanan yang akrab dengan kehidupan 
sehari-hari adalah menggoreng, membakar atau memanggang. Proses pengolahan 
makanan dengan cara menggoreng, membakar atau memanggang dengan suhu 
yang terlalu tinggi, terutama pada makanan hewani berkadar protein dan lemak 
tinggi sebaiknya tidak sering dilakukan karena akan menimbuklan dampak 
terbentuknya radikal bebas. Minyak goreng yang dipakai berkali-kali sampai 
berwarna cokelat kehitaman dan berbau tengik, dapat menjadi penyebab timbulnya 
radikal bebas pada makanan yang digoreng. Minyak goring yang sudah rusak 
tersebut tidak layak dipakai lagi karena dapat melepaskan senyawa peroksida dan 
epoksida yang bersifat karsinogenik (kataren, 2005: 184). Zat pengawt makanan 
seperti formal- dehid/formalin pada tahu, zat warna tekstil seperti rhodamin pada 
sirup, ternyata dapat merangsang terbentuknya radikal bebas (Nadelus, 2007: 34). 
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E.  Antioksidan  
  Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat spesies oksigen 
reaktif/spesies nitrogen reaktif (ROS/RNS) dan juga radikal bebas sehingga 
antioksidan dapat mencegah penyakit-penyakit yang dihubungkan dengan radikal 
bebas seperti karsinogenesis, kardiovaskuler dan penuaan (Halliwell and 
Gutteridge, 2000).  
  Antioksidan atau senyawa penangkap radikal bebas merupakan zat yang 
dapat menetralkan radikal bebas, atau suatu bahan yang berfungsi mencegah sistem 
biologi tubuh dari efek yang merugikan yang timbul dari proses ataupun reaksi 
yang menyebabkan oksidasi yang berlebihan. Berbagai bukti ilmiah menunjukkan 
bahwa senyawa antioksidan mengurangi resiko terhadap penyakit kronis seperti 
kanker dan penyakit jantung koroner (Prakash, 2001: 4).  
  Antioksidan dapat diperoleh dalam bentuk sintetik dan alami. Akan tetapi 
kekhawatiran terhadap efek samping antioksidan sintetik menjadikan antioksidan 
alami menjadi alternatif yang terpilih. Antioksidan alami mampu melindungi tubuh 
terhadap kerusakan oksigen reaktif, mampu menghambat penyakit degeneratif, 
serta menghambat peroksidasi lipid pada makanan. Tumbuhan merupakan sumber 
antioksidan alami dan umumnya merupakan senyawa fenolik yang tersebar pada 
bagian tumbuhan baik pada kayu, biji, daun, buah, akar, bunga maupun serbuk sari 
(Latief, 2015: 92). 
  Antioksidan  sangat bermanfaat    bagi    kesehatan    dan    berperan 
penting  untuk  mempertahankan  mutu  produk pangan. Manfaat antioksidan bagi 
kesehatan dan kecantikan, misalnya untuk mencegah penyakit kanker   dan   tumor,   
penyempitan   pembuluh darah, penuaan dini, dan lain-lain. Antioksidan dalam  
produk  pangan,  dapat  digunakan  untuk mencegah terjadinya proses oksidasi 
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yang dapat menyebabkan  kerusakan,  misalnya  ketengikan perubahan  warna  dan  
aroma,  serta  kerusakan fisik lainnya (Firdiyani, 2015: 29). 
  Antioksidan yang diproduksi tubuh terdiri atas tiga enzim yaitu, 
superoksida, dismutase (SOD), glutation peroksidase (GSH Px), katalase, serta 
nonenzim, yaitu seyawa protein kecil glutation. SOD berperan dalam melawan 
radikal bebas pada mitokondria, sitoplasma, dan bakteri aerob, dengan mengurangi 
bentuk radikal bebas superoksida. SOD murni berupa peptide oroteina yang 
disebut agen anti peradangan. Antioksidan glutation peroksidase bekerja dengan 
cara menggerakkan  H2O dan lipid peroksida dibantu dengan ion logam-logam 
transisi (Murray, 2013: 124). 
  Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi menjadi antioksidan endogen,  
yaitu enzim-enzim yang bersifat antioksidan, seperti: Superoksida Dismutase 
(SOD), katalase (Cat) dan glutathione peroksidase (Gpx) serta antioksidan 
eksogen, yaitu yang didapat dari luar tubuh/makanan. Berbagai bahan alam asli 
Indonesia banyak mengandung antioksidan dengan berbagai bahan aktifnya, antara 
lain vitamin C, E, pro vitamin A, organosulfur, α-tocopherol, flavonoid, 
thymoquinone, statin, niasin, phycocyanin dan lain-lain (Werdhasari, 2014: 60-61). 
  Aktivitas antioksidan dari berbagai tanaman diperkirakan mempunyai 
kekuatan sedang sampai tinggi. Beberapa ekstrak tanaman yangtelah diketahui 
mempunyai aktivitas antioksidan tinggi antara lain golongan rempah-rempah 
seperti ekstrak cengkeh, jahe, kunyit, temulawak, kayu manis, pala, ekstrak cabe, 
daun teh, daun dewa, buah merah juga diketahui memiliki aktivitas antioksidan 
yang tinggi. Khusus untuk rempah-rempah, aktivitas antioksidan rempah-rempah 
kering umumnya lebih aktif daripada rempah-rempah segar (Murray, 2013: 124). 
  Berdasarkan sumbernya antioksidan dibagi dalam dua kelompok, yaitu:  
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1. Antioksidan sintetik (antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesa reaksi kimia) 
dan antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan alami). Contoh 
antioksidan sintetik yang diizinkan penggunaannya secara luas diseluruh dunia 
untuk digunakan dalam makanan adalah Butylated Hidroxyanisol (BHA),  
Butylated Hidroxytoluene (BHT), Tert-Butylated Hidroxyquinon (TBHQ) dan 
tokoferol. Antioksidan tersebut merupakan antioksidan yang telah diproduksi 
secara sintetis untuk tujuan komersial (Pokorny, et al., 2001). 
2. Antioksidan alami adalah antioksidan yang diperoleh secara alami yang sudah  
ada  bahan pangan, baik yang terbentuk selama dari reaksi-reaksi selama proses 
pengolahan maupun yang diisolasi dari sumber alami. Contoh antioksidan alami 
vitamin A untuk pertumbuhan dan perkembangan tubuh sangat diperlukan vitamin 
A untuk fungsi sistem imun dan proses penglihatan. Karotenoid, adalah sebagai 
prekursor vitamin A, antioksidan, peningkatan daya tahan tubuh, dan pengubahan 
metabolisme kanker (Gross, 1991). Vitamin C (Ascorbic Acid) berfungsi untuk 
mengikat O2 sehingga tidak mendukung reaksi oksidasi (oxygen scavanger). 
Vitamin E merupakan antioksidan larut lemak yang utama dan terdapat dalam 
membran seluler dimana vitamin ini mereduksi radikal bebas lipid  lebih cepat dari 
pada oksigen. Vitamin E dengan nama kimia tokoferol dikenal sebagai antiosidan 
yang dipercaya dapat mencegah berbagai macam penyakit seperti kanker, jantung 
koroner, katarak dan sebagainya dengan cara menjinakkan molekul-molekul 
radikal bebas yang berbahaya serta menghambat laju proses penuaan. Radikal 
bebas tergantung pada kualitasnya, merupakan bagian integral dari makanan yang 
dikonsumsi atau mungkin diproduksi melalui proses oksidatif dalam tubuh. 
Antosianin memiliki fungsi fisiologis yaitu sebagai antioksidan, perlindungan 
terhadap sel-sel hati. Isoflavon merupakan salah satu golongan flavonoid yang 
dapat membantu mengurangi resiko penyakit jantung koroner, prostat dan kanker. 
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Selenium dapat meminimalkan resiko kanker karena selenium berfungsi untuk 
pencegahan terbentuknya radikal bebas (Pokorny dkk, 2001). 
 Senyawa antioksidan dapat berupa senyawa alami   maupun   senyawa   sintetik,   
pada   saat ini  senyawa  antioksidan  sintetis  sudah  mulai ditinggalkan karena 
memiliki sifat karsinogenik dan    antioksidan    yang    berasal    dari    alam mulai   
memegang   peranan   penting.   Senyawa bioaktif  yang  bersifat  antioksidan  
alam  banyak ditemukan di dalam kulit buah pada tumbuhan (Firdiyani, 2015: 29). 
  Fungsi utama dari antioksidan ialah digunakan sebagai upaya untuk 
memperkecil terjadinya proses oksidasi dari lemak dan minyak, memperkecil 
terjadinya proses kerusakan dalam makanan, memperpanjang masa pemakaian 
dalam industri makanan, meningkatkan stabilitas lemak yang terkandung dalam 
makanan serta mencegah hilangnya kualitas sensory dan juga nutrisi (terjadinya 
proses kerusakan dalam makanan, memperpanjang masa pemakaian dalam industri 
makanan, meningkatkan stabilitas lemak yang terkandung dalam makanan serta 
mencegah hilangnya kualitas sensory dan juga nutrisi (Warsi dan Any. 2013: 10). 
F. 1,1-Diphenyl-2-picrylehydrazyl (DPPH)   
  Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) adalah suatu senyawa radikal 
nitrogen. DPPH akan mengambil atom hidrogen yang terdapat dalam suatu 
senyawa, misalnya senyawa fenol. Mekanisme terjadinya reaksi DPPH ini 
berlangsung melalui transfer elektron. Larutan DPPH yang berwarna ungu 
memberikan serapan absorban maksimum pada 517 nm. Larutan DPPH ini akan 
mengoksidasi senyawa dalam ekstrak tanaman. Proses ini ditandai dengan 
memudarnya warna larutan dari ungu menjadi kuning (Prakash, 2011).  
  DPPH digunakan karena merupakan radikal bebas yang stabil pada suhu 
ruang. DPPH ini akan menerima elektron atau radikal hidrogen dan akan 
membentuk molekul diamagnetik yang stabil. Interaksi antioksidan dengan DPPH, 
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baik secara transfer elektron atau hidrogen pada DPPH, akan menetralkan karakter 
radikal bebas dari DPPH. Metode DPPH mudah digunakan, cepat, dan cukup teliti 
serta mudah untuk mengukur kapasitas antioksidan dengan menggunakan radikal 
bebas DPPH. Jika semua elektron pada radikal bebas DPPH menjadi berpasangan, 
larutan akan berubah warna dari ungu tua menjadi kuning terang. Perubahan ini 
dapat diukur dengan stoikiometri sesuai dengan jumlah elektron atau atom 
hidrogen yang ditangkap oleh molekul DPPH akibat adanya zat antioksidan. 
Elektron bebas dalam radikal DPPH memberikan absorbansi maksimum pada 517 
nm dan berwarna ungu (Prakash, 2011). 
  Prinsip metode penangkapan radikal adalah pengukuran penangkapan 
radikal bebas sintetik dalam pelarut organik polar seperti etanol atau metanol pada 
suhu kamar oleh suatu senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan. Proses 
penangkapan radikal ini melalui mekanisme pengambilan atom hidrogen dari 
senyawa antioksidan oleh radikal bebas, sehingga radikal bebas menangkap satu 
elektron dari antioksidan. Radikal bebas sintetik yang digunakan DPPH. Senyawa 
DPPH bereaksi dengan senyawa antioksidan melalui pengambilan atom hidrogen 
dari senyawa antioksidan untuk mendapatkan pasangan electron, sehingga senyawa 
radikal bebas menjadi relatif lebih stabil. Kelebihan dari metode DPPH ini ialah 
mudah, cepat dan sensitif, sedangkan kelemahan dari metode DPPH adalah hanya 
dapat memberikan informasi mengenai aktivitas senyawa yang diuji dan hanya 
dapat mengukur senyawa antiradikal yang terlarut dalam pelarut organik 
khususnya alkohol (Pokorni, 2001: 532). 
  Gugus kromofor dan ausokrom pada radikal bebas DPPH memberikan 
absorbansi maksimum pada panjang gelombang 517 nm sehingga menimbulkan 
warna ungu. Warna DPPH akan berubah dari ungu menjadi kuning seiring 
penambahan antioksidan yaitu saat electron tunggal pada DPPH berpasangan 
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dengan hydrogen dari antioksidan. Hasil dekolorisasi oleh antioksidan setara 
dengan jumlah electron yang tertangkap (Pokorni, 2001: 535). 
  Aktivitas penangkal radikal bebas dihitung sebagai presentase 
berkurangnya warna DPPH dengan menggunakan persamaan;  
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Dari persamaan regresi linear tersebut dapat ditentukan nilai IC50, yaitu 
konsentrasi inhibisi larutan uji yang mampu menangkal 50% radikal bebas. 
G. Spektrofotometri UV-VIS 
Spektrofotometri merupakan salah satu metode dalam kimia analisis yang 
digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif dan 
kualitatif yang didasarkan pada interaksi antara materi dengan cahaya berdasarkan 
pengukuran absorbansi senyawa kimia terhadap radiasi energi tertentu dengan 
menggunakan sinar monokromat. Sedangkan peralatan yang digunakan dalam 
spektrofotometri disebut spektrofotometer. Cahaya yang dimaksud dapat berupa 
variabel, UV dan inframerah, sedangkan materi dapat berupa atom dan molekul 
namun yang lebih berperan adalah elektron yang ada pada atom ataupun molekul 
yang bersangkutan (Henry, 2014: 10). 
Spektrofotometer Ultraviolet-Visible (UV-Vis) merupakan suatu 
instrumen analisis yang termasuk dalam spektroskopi absorpsi. Prinsip kerja dari 
instrumen ini yakni apabila radiasi atau cahaya dilewatkan melalui larutan 
berwarna maka radiasi dengan panjang gelombang tertentu akan diserap secara 
selektif dan radiasi lainnya akan diteruskan. Metode spektrofotometer UV-Vis 
didasarkan atas absorbansi sinar tampak oleh suatu larutan berwarna. Oleh karena 
itu, metode ini juga dikenal sebagai metode kolorimetri, karena larutan berwarna 
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saja yang dapat ditentukan dengan metode ini. Larutan yang tidak berwarna dapat 
dibuat berwarna dengan mereaksikannya dengan pereaksi yang menghasilkan 
senyawa berwarna (Syaifuddin, 2015: 23-24). 
Spektrofotometri serap merupakan pengukuran interaksi antara radiasi 
elektromagnetik pada panjang gelombang tertentu yang sempit dan mendekati 
monokromatik dengan molekul atau atom dari suatu zat kimia. Hal ini didasarkan 
pada kenyataan bahwa molekul selalu mengabsorbsi cahaya elektromagnetik jika 
frekuensi cahaya tersebut sama dengan frekuensi getaran dari molekul tersebut. 
Elektron yang terikat dan elektron yang tidak terikat akan tereksitasi pada suatu 
daerah frekuensi, yang sesuai dengan cahaya ultraviolet dan cahaya 
tampak.Spektrofotometri UV-Vis suatu metode yang digunakan untuk 
menetapkan serapan pada pengukuran di daerah ultraviolet dan cahaya 
monokromatik. Spectrum absorbs daerah ini adalah 190-780 nm. Pengukuran 
serapan dapat dilakukan didaerah ultraviolet pada panjang gelombang 190-380 
nm atau pada daerah cahaya tampak pada panjang gelombang 380-780 nm. 
Pelarut yang sering digunakan pada spektrofotometri UV-Vis adalah  metanol, air, 
etanol, kloroform (Henry, 2014: 4). 
Sebuah spektrofotometer dirancang sekitar tiga bagian dasar: sumber 
cahaya, sistem dispersi (digabungkan dalam sebuah monokromator) yang 
merupakan bagian optik dan sistem deteksi. Komponen-komponen ini biasanya 
terintegrasi dalam kerangka yang unik untuk membuat spectrometer. 
Kompartemen sampel berada di dalam jalur optik baik sebelum dan setelah sistem 
dispersi tergantung pada desain instrument (Hamzah, 2013: 15). 
Spektrofotometer UV-Vis digunakan terutama untuk analisa kuantitatif, 
tetapi dapat juga untuk analisa kualitatif. Penggunaan untuk analisa kuantitatif 
didasarkan pada hukum Lambert-Beers yang menyatakan hubungan empirik 
26 
 
 
antara intensitas cahaya yang ditransmisikan dengan tebalnya larutan (Hukum 
Lambert / Bouguer) dan hubungan antara intensitas tadi dengan konsentrasi zat 
(Hukum Beers). 
Hukum Lambert-Beers 
A = log Io/It = . b . c = a . b . c 
Dimana : 
A = serapan; Io = intensitas sinar yang datang; It = intensitas sinar yang 
diteruskan (ditransmisikan);  = absorbtivitas molekuler/konstanta ekstingsi 
(L.mol-1.cm-1); a = daya serap (L.g-1.cm-1); b = tebal larutan/kuvet (cm); c = 
konsentrasi (g.L-1, mg.mL-1) (Hamzah, 2013: 15). 
Panjang gelombang yang digunakan untuk melakukan analisis kuantitatif 
suatu zat biasanya merupakan panjang gelombang dimana zat yang bersangkutan 
memberikan serapan yang maksimum ( maks) sebab keakuratan pengukurannya 
akan lebih besar (Arthur, 2012: 3). 
Cara kerja spektrofotometer secara singkat adalah dengan menempatkan 
larutan pembanding, misalnya blanko dalam sel pertama sedangkan larutan yang 
akan dianalisis pada sel kedua. Kemudian pilih fotosel yang cocok 200 nm-650 
nm (650 nm-1100 nm) agar daerah λ yang diperlukan dapat terliputi. Dengan 
ruang fotosel dalam keadaan tertutup “nol” galfanometer didapat dengan memutar 
tombol sensitivitas. Dengan menggunakan tombol transmitansi, kemudian atur 
besarnya pada 100%. Lewatkan berkas cahaya pada larutan sampel yang akan 
dianalisis. Skala absorbansi menunjukkan absorbansi larutan sampel (Khopkar, 
2008: 90). 
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H. Uraian Vitamin C 
Vitamin C adalah salah satu antioksidan sekunder yang memiliki 
kemampuan menangkap radikal bebas dan mencegah terjadinya reaksi berantai. 
Berbagai penelitian yang dilakukan vitamin C digunakan dalam beberapa tingkat 
konsentrasi untuk dapat mengetahui aktivitas antioksidan, yaitu kemampuan 
untuk dapat meredam radikal bebas dengan menggunakan metode DPPH (Sayuti, 
2015). 
Vitamin C sebagai sumber antioksidan memiliki manfaat bagi tubuh antara 
lain membantu menjaga pembulu-pembuluh kapiler, meningkatkan penyerapan 
asupan zat besi, menghambat produksi nitrosamine, zat pemicu kanker dan 
memperbaiki sistem kekebalan tubuh. Senyawa yang digunakan sebagai 
pembanding (kontrol positif) dalam uji aktivitas penangkapan radikal hidroksil 
dalam penelitian ini adalah vitamin C (Cahyadi, 2008).    
Vitamin ini dapat ditemukan di buah citrus, tomat, sayuran berwarna hijau, 
dan kentang. vitamin ini digunakan dalam metabolisme karbohidrat dan sintesis 
protein, lipid, dan kolagen. Vitamin C juga dibutuhkan oleh endotel kapiler dan 
perbaikan jaringan. vitamin C bermanfaat dalam absorpsi zat besi dan 
metabolisme asam folat. Tidak seperti vitamin yang larut lemak, vitamin C tidak 
disimpan dalam tubuh dan diekskresikan di urine. Namun, serum level vitamin C 
yang tinggi merupakan hasil dari dosis yang berlebihan dan diekskresi tanpa 
mengubah apapun. Kebutuhan vitamin C berdasarkan U.S. RDA antara lain untuk 
pria dan wanita sebanyak 60 mg/hari, bayi sebanyak 35 mg/hari, ibu hamil 
sebanyak 70 mg/hari, dan ibu menyusui sebanyak 95 mg/hari. Kebutuhan vitamin 
28 
 
 
C meningkat 300-500% pada penyakit infeksi, TB, tukak peptik, penyakit 
neoplasma, pasca bedah atau trauma, hipertiroid, kehamilan, dan laktasi 
(Kamiensky, Keogh 2006: 54). 
Vitamin C mudah diabsorpsi melalui saluran cerna.pada keadaan normal 
tampak kenaikan kadar vitamin C dalam darah setelah diabsorpsi. Kadar dalam 
lekosit dan trombosit lebih besar daripada dalam plasma dan eritrosit. 
Distribusinya luas ke seluruh tubuh dengan kadar tertinggi dalam kelenjar dan 
terendah dalam otot dan jaringan lemak. Ekskresi melalui urin dalam bentuk utuh 
dan bentuk garam sulfatnya terjadi jika kadar dalam darah melewati ambang 
rangsang ginjal yaitu 1,4 mg%. Beberapa obat diduga dapat mempercepat ekskresi 
vitamin C misalnya tetrasiklin, fenobarbital, dan salisilat. Vitamin C dosis besar 
dapat memberikan hasil false negative pada uji glikosuria (enzymedip test) dan uji 
adanya darah pada feses pasien karsinoma kolon. Hasil false positive dapat terjadi 
pada clinitest dan tes glikosuria dengan larutan Benedict (Dewoto, 2007: 92). 
Vitamin C diindikasikan untuk pencegahan dan pengobatan skorbut. 
Selain itu, vitamin C juga digunakan untuk berbagai penyakit yang tidak ada 
hubungannya dengan defisiensi vitamin C dan seringkali digunakan dengan dosis 
besar. Namun, efektivitasnya belum terbukti. Vitamin C yang mempunyai sifat 
reduktor digunakan untuk mengatasi methemoglobinemia idiopatik meskipun 
kurang efektif dibandingakan dengan metilen blue. Vitamin C tidak mengurangi 
insidens common cold tetapi dapat mengurangi berat sakit dan lama masa sakit. 
Vitamin C terdapat dalam berbagai preparat baik dalam bentuk tablet yang 
mengandung 50-1500 mg maupun dalam bentuk larutan. Kebanyakan sediaan 
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multivitamin mengandung vitamin C. Sediaan suntik mengandung vitamin C 
sebanyak 100-500 mg dalam larutan. Air jeruk mengandung vitamin C yang 
tinggi sehingga dapat digunakan untuk terapi menggantikan sediaan vitamin C 
(Dewoto, 2007: 95). 
Asam askorbat dapat meningkatkan fungsi imun, dengan menstimulasi 
produksi interferon (protein yang melindungi sel dari serangan virus). Vitamin ini 
dapat menstimulasi kemotaksis dan respon proliferasi netrofil, serta melindungi 
sel dari serangan radikal bebas yang diproduksi oleh netrofil teroksidasi. Asam 
askorbat dinyatakan dapat memacu kerja sintesis factor humoral, terutama 
antibody IgG dan IgM. Vitamin C mampu mereduksi radikal superoksidasi, 
hidroksil, asam  hipoklorida dan oksigen reaktif yang berasal dari netrofil dan 
monosit yang teraktifasi (Cahyadi, 2008).    
I. Tinjauan Islam Tentang Tumbuhan Sebagai Obat 
Bila terjadi suatu penyakit maka masalah untuk obatnya berasal dari 
sumber itu sendiri. Sebagaimana yang telah difirmankan Allah swt. dalam QS. 
Ali-Imram: 191 yang berbunyi: 
 َ ﱠYٱ َنو ُ^ _ُaَۡb cَbaِﱠeٱ fِgۡhَ iِj َنو ُ^ ﱠkَlَmَbَو nۡoِِpqُrsُ uَٰgvََو اٗدqzُُ{َو |}ٗ َٰ~ِ{ 
ر|ﱠreٱ َباaَvَ |َrِَj ََr ٰَۡُ ٗِ َٰp اaَ َٰھ ََۡghَ |َ |َrﱠpَر ِضَۡرۡٱَو ِت ٰqَ ٰ}َ ﱠeٱ 
)١٩١(    
Terjemahnya: 
“(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau 
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit 
dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau 
menciptakan ini dengan sia-sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah 
Kami dari siksa neraka”. (Kementrian Agama RI) 
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Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah swt  menguraikan sekelumit dari 
penciptaan-Nya serta memerintahkan agar memikirkannya. Apalagi seperti 
dikemukakan pada awal uraian surat ini bahwa tujuan surat Ali Imran adalah 
membuktikan tentang tauhid, keesaan, dan kekuasaan Allah swt. Hukum-hukum 
alam yang melahirkan kebiasaan-kebiasaan, pada hakikatnya ditetapkan dan diatur 
oleh Allah Yang Maha hidup lagi Qayyum (Maha Menguasai dan Maha 
Mengelola segala sesuatu). Berikut ini tafsiran para ulama mengenai ayat tersebut 
melalui ijtihadnya: 
1. Syaikh Imam al-Qurthubi  
Allah swt memerintahkan kita untuk melihat, merenung, dan mengambil 
kesimpulan pada tanda-tanda ke-Tuhanan. Karena tanda-tanda tersebut tidak 
mungkin ada kecuali diciptakan oleh Yang Maha Hidup, Yang Maha Suci, Maha 
Menyelamatkan, Maha Kaya dan tidak membutuhkan apapun yang ada di alam 
semesta. Dengan menyakini hal tersebut maka keimanan mereka bersandarkan 
atas keyakinan yang benar dan bukan hanya sekedar ikut-ikutan.  Inilah salah satu 
fungsi akal yang diberikan kepada seluruh manusia, yaitu agar mereka dapat 
menggunakan akal tersebut untuk merenungi tanda-tanda yang telah diberikan 
oleh Allah swt. 
 Al-Hasan menambahkan: tafakkur adalah cermin seorang mukmin, ia 
dapat melihat segala kebaikan dan keburukan melaluinya. Dan beberapa hal yang 
harus direnungi pada saat tafakkur adalah ancaman-ancaman dan janjijani yang 
dipersiakan untuk di akhirat annti, yaitu hari kiamat, hari kebangkitan, surge dan 
segala kenikmatan yang ada di dalamnya, juga neraka dan segala siksa yang 
terdapat di dalamnya (Syaikh Imam al-Qurthubi, 2008: 781). 
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2. Ahmad Mustafa Al-Maragi  
Sesungguhnya dalam tatanan langit dan bumi serta keindahan perkiraan 
dan keajaiban ciptaan-Nya dalam silih bergantinya siang dan malam secara teratur 
sepanjang tahun yang dapat kita rasakan langsung pengaruhnya pada tubuh kita 
dan cara berpikir kita karena pengaruh panas matahari, dinginnya malam, dan 
pengaruhnya pada dunia flora dan fauna, dan sebagainya merupakan tanda dan 
bukti yang menunjukkan keesaan Allah, kesempurnaan pengetahuan dan 
kekuasaan-Nya. 
3. Menurut Teungku Muhammad Hasbi Ash-Shiddieqy 
 Teungku Muhammad Hasbi Ash-Shiddieqy Orang yang berakal (Ulūl-
albāb) adalah orang yang memperhatikan penciptaan langit dan bumi beserta isi 
dan hukum-hukumnya, lalu mengingat penciptanya yakni Allah, dalam segala 
keadaaan.Kemenangan dan keberuntungan hanyalah dengan mengingat kebesaran 
Allah serta memikirkan segala makhluk-Nya yang menunjuk kepada adanya Sang 
Khaliq yang Esa.Yang memiliki ilmu dan kodrat, yang diiringi oleh iman dan 
taqwa. Dalam kegiatan tafakkur mereka juga mengingat Allah seraya lisannya 
berucap memuji keagungan dan kebesaran-Nya atas ciptaan yang mengandung 
hikmah dan kemashlahatan. Masing-masing orang akan memperoleh pembalasan 
atas amal perbuatannya kelak, baik itu amal shalih maupun buruk. 
Dalam QS As-Syu’ara ayat 80 Allah menjelaskan bahwa: 
 cِ~ِlَۡb qَُoَj ُِۡ^ َ اَِذإَو) .٨٠(    
Terjemahnya: 
 “Dan apabila Aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku” (Kementerian 
Agama RI) 
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 Ayat diatas menjelaskan bahwa Ungkapan “setiap penyakit pasti ada 
obatnya”, artinya bisa bersifat umum, sehingga termasuk di dalamnya penyakit-
penyakit mematikan dan berbagai penyakit yang tidak bisa disembuhkan oleh para 
dokter. Allah sendiri telah menjadikan untuk penyakit tersebut obat-obatan yang 
dapat menyembuhkannya. Akan tetapi ilmu tersebut tidak ditampakkan Allah 
untuk menggapainya. Karena ilmu pengetahuan yang dimilki oleh manusia 
hanyalah sebatas yang diajarkan oleh Allah swt. Oleh sebab itu, kesembuhan 
terhadap penyakit dikaitkan oleh Rasulullah dengan proses kesesuaian obat 
dengan penyakit yang diobati. Karena setiap ciptaan Allah swt. Itu pasti ada 
penawarnya (Ar-Rumaikhon, 2008). 
 Tumbuhan Tembakau merupakan ciptaan Allah swt berupa tumbuhan 
yang dapat memberikan manfaat bagi umat manusia, namun untuk mengetahui 
atau membuktikan manfaat dari Tembakau maka perlu untuk diteliti lebih lanjut, 
hal ini bertujuan untuk menambah data ilmiah tentang tumbuhan tersebut, selain 
itu dari beberapa hasil penelitian telah membuktikan manfaat dari tumbuhan ini 
sebagai antioksidan, hal ini dapat menambah kaimanan kita kepada Allah swt, 
tidaklah Allah swt menurunkan penyakit jika Allah tidak menurunkan obatnya. 
 
Sebagaimana dalam ayat lain Allah swt menjelaskan tentang firman Allah swt 
dalam QS. Abasa : 24-32 yang berbunyi: 
 | ّٗَ َضَۡرۡٱ |َrَۡَ ﱠnُ | ّٗَ َٓء|}َeۡٱ |َrَۡَ |ﱠَأ ٓۦِِ|zََط uَٰeِإ cُ ٰَ ِ¡ۡٱ ِ^ ُ¢rَ~gَۡj
 | ّٗpَأَو £َٗokِ َٰjَو |ٗgۡ¤ُ fَِ¥ٓا¦َ§ََو ٗ ۡ¨ ََو |ٗqُmbَۡزَو |ٗªَۡ{َو |َٗrvَِو | ّٗ§َ |َo~ِj |َrmَۡَۢ¬َj
 ُk}ِ ٰzََۡَِو nۡkُﱠe |zٗ َٰm ﱠ  nۡ  
Terjemahnya: 
“24. Maka hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya, 25. 
Sesungguhnya Kami benar-benar telah mencurahkan air (dari langit), 26. 
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kemudian Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya, 27. lalu Kami 
tumbuhkan biji-bijian di bumi itu, 28. anggur dan sayur-sayuran. 29. 
zaitun dan kurma, 30. kebun-kebun (yang) lebat,31. dan buah-buahan 
serta rumput-rumputan,32. untuk kesenanganmu dan untuk binatang-
binatang ternakmu (Kementrian Agama RI). 
 Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah swt telah menganugerahkan dan 
melimpahkan berbagai macam makanan yang dibutuhkan manusia dalam 
kehidupaan mereka di dunia. Allah swt mencurahkan air hujan di muka bumi ini 
dengan sangat cukup, kemudian merekahkan permukaan bumi supaya terbuka dan 
mendapat sinar matahari dan udara juga masuk menyuburkan bumi. Bumi 
menjadi subur dan segala macam tanamtanaman pun tumbuh di muka bumi baik 
biji-bijian, sayur-sayuran, buahbuahan dan segala macam dan segala macam yang 
dubtuhkan manusia. 
Ayat 24 surat ‘Abasa telah memberi pesan bahwa manusia disuruh melihat 
dan menyaksikan sendiri bagaimana pertalian hidupnya dengan bumi tempat dia 
berdiam. Kemudian merenungi dari mana datangnya makanan itu dan bagaimana 
tingkat-tingkat pertumbuhannya sehingga makanan itu telah ada saja dalam piring 
yang biasa terhidang di hadapannya.10 Serta memiliki kandungan makanan yang 
bergizi yang mengandung protein, karbohidrat, dan lain-lain. Sehingga memenuhi 
kebutuhan jasmaninya, serta manusia dapat merasakan kelezatan makanan dan 
minumannya yang juga menjadi pendorong bagi pemeliharaan tubuhnya agar 
tetap dalam keadaan sehat dan mampu menunaikan tugas yang dibebankan 
kepadanya. 
Adapun yang diutarakan oleh Fakhr al-Din al-Razi dalam kitabnya, bahwa 
terdapat dua hal yang perlu diperhatikan dalam makanan yang dikonsumsi 
manusia. Yaitu mengetahui perkembangan adanya makanan sehingga wujudnya 
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nampak sebagai makanan yang biasa dikonsumsi manusia dan harus bermanfaat 
bagi tubuh manusia serta halal menurut dalil-dalil alQur’an (tidak shubhat). 
Pencurahan air dalam bentuk hujan adalah suatu hakikat (kenyataan) yang 
dapat diketahui setiap manusia dalam semua lingkungan dan apapun tingkat 
pengetahuan manusia. Ini adalah suatu hakikat yang dibicarakan kepada setiap 
manusia. Sedangkan apabila manusia itu mengalami kemajuan dalam 
pengetahuannya, maka dia akan mengetahui bahwa kandungan yang ditunjuki 
nash ini lebih jauh dan lebih luas dari pada hujan yang biasa terjadi setiap waktu 
dan dilihat setiap orang itu. Perkiraan paling dekat sekarang untuk menafsirkan 
keberadaan lautan luas yang airnya menguap kemudian turun kembali dalam 
bentuk hujan. Atau, perkiraan terdekat bahwa lautan ini mula-mula terbentuk di 
langit, kemudian dicurahkan dengan sungguh-sungguh ke bumi. Biji-bijian yang 
dimaksud adalah biji-bijian yang dimakan oleh manusia dalam semua wujudnya, 
dan dimakan oleh binatang dalam semua keadaan, wujudnya, dan dimakan oleh 
binatang dalam semua keadaan. Terdapat juga biji yang tumbuh menjadi makanan 
pokok bagi manusia dan dapat juga disimpan. Apalagi diperuntukkan bagi negeri-
negeri yang makanan pokoknya berupa padi. Seperti halnya sawah juga 
dilulukkan lebih dahulu baru dapat ditanami benih. Termasuk benih padi, benih 
gandum, benih kacang dan jagung (Safwah a -Taf sir jilid 5, 2012: 643). 
Selanjutnya penjelasan tentang buah-buah yang disebutkan dalam ayat 
diatas adalah manfaat jika dikonsumsi sebagai makanan, karena di dalam kurma 
yang terbungkus (kandungannya) mampu menolak racun dan sihir, bahkan 
pohonnya memiliki kelebihan yakni pembawaan otak bagi nabi Adam dahulu. 
Dengan menyebutkan kebun-kebun yang subur maka tercakuplah di dalamnya 
buah-buahan yang lain yang sejak zaman dahulu telah diperkebunkan orang. 
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Sebagian diceritakan di dalam surat aba’sa ayat 15, sehingga kesuburan tanah 
menimbulkan syukur kepada Tuhan. Dan kesyukuran menyebabkan baldatun 
tayyibatun wa rabbun ghafur (negeri yang makmur dan Tuhan memberi ampun). 
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BAB III  
METODE PENELITIAN 
A. Jenis dan Lokasi penelitian 
1. Jenis Penelitian  
Jenis penelitian ini adalah penelitian kuantitatif yang dilakukan secara 
eksperimental dengan uji antioksidan daun tembakau (Nicotina tabacum L.) 
menggunakan metode DPPH. 
2. Lokasi Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Biologi, Laboratorium 
Kimia Analisis dan Laboratorium Mikrobiologi Farmasim Fakultas Kedokteran 
dan Ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar. 
B. Pendekatan Penelitian 
Pendekatan penelitian yang digunakan yaitu pendekatan eksperimental. 
C. Populasi dan Sampel 
1. Populasi 
Populasi adalah himpunan keseluruhan objek yang diselidiki. Populasi 
penelitian ini adalah tumbuhan tembakau (Nicotiana tabacum L.) yang diperoleh 
dari Malino. 
2. Sampel 
Sampel yang digunakan adalah bagian tumbuhan yaitu daun temabakau 
(Nicotiana tabacum L.) yang diperoleh dari Soppeng. 
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D. Instrumen Penelitian / Pengumpulan Data 
1. Alat-alat yang digunakan 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah wadah maserasi, gelas 
kimia (IwakiPyrex®), labutentukur (IwakiPyrex®), mikro pipet (Dragon 
OneMed®), neraca analitik (Kern ABT 220-5DM®), rotavapor (Heidolph®), 
spektrofotometer UV-Vis (ThermoScientific®), penangas air ®(Mammert), pipa 
kapiler, chamber, seperangkat alat kromatografi kolom, seperangkat alat refluks, 
gelas Erlenmeyer (Pyrex) 100 ml, gelas kimia (Pyrex) 250 ml, gelas ukur (Pyrex) 
5 ml, 10 ml, dan 50 ml,, timbangan kasar analitik ®(Kern), Vortex  ®(VM-300) 
lampu UV 254 dan 366. 
2. Bahan-bahan yang digunakan 
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Bahan yang 
digunakan adalah etanol 96%, Etil Asetat, N-Heksan, aquades, indikator DPPH, 
daun tembakau (Nicotiana tabacum L.), vitamin C, lempeng silica gel F254, 
pereaksi AlCl3, pereaksi dragendorf, pereaksi FeCl3, serium sulfat, H2SO4, 
pereaksi Libeaman Bouchardr dan kertas saring. 
E. Teknik Pengolahan dan Analisis Data 
1. Penyiapan Sampel  
a. Pengambilan Sampel 
Sampel penelitian yang digunakan adalah daun Tembakau (Nicotiana 
tabacum L.). Pengambilan sampel dilakukan pada pukul 10.00 WITA. Daun yang 
digunakan adalah daun yang bagus, tidak rusak, tidak berjamur dan tidak 
berwarna kuning atau terlalu tua. 
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b. Pengolahan Sampel 
Sampel yang telah diambil kemudian  disortasi basah untuk memisahkan 
sampel dari kotoran-kotoran atau bahan asing lainnya. Kemudian sampel dicuci 
dengan air bersih untuk menghilangkan tanah atau pengotor lainnya yang melekat 
pada daun. Setelah itu sampel dirajang kecil-kecil, lalu dikeringkan dengan cara 
diangin-anginkan, terlindung dari sinar matahari kemudian diserbukkan hingga 
menjadi simplisia. 
c. Ekstraksi Sampel 
Sampel daun Tembakau (Nicotiana tabacum L.) yang telah kering 
ditimbang untuk di maserasi bertingkat menggunakan 3 pelarut yaitu n-heksan, 
etil asetat, dan etanol 96%. Sampel dimasukkan kedalam bejana maserasi 
kemudian sampel direndam dengan pelarut n-heksan. Wadah maserasi di tutup 
dan disimpan selama 1 x 24 jam di tempat yang terlindung sinar matahari 
langsung sambil di aduk, selanjutnya di saring. Ekstrak n-heksan cair diperoleh 
kemudian dipekatkan menggunakan rotavapor hingga diperoleh ekstrak n-heksan 
kental. Ampas di angin-anginkan untuk menghilangkan sisa pelarut. 
Ampas di maserasi kembali dengan penyari yang baru dengan jumlah yang 
sama, dilakukan sebanyak 3 kali. Ampas di maserasi kembali menggunakan 
pelarut etil asetat, dilakukan prosedur yang sama hingga di peroleh ekstrak etil 
asetat. Kemudian yang terakhir yaitu dimaserasi menggunakn pelarut etanol 96%, 
dilakukan prosedur yang sama hingga di peroleh ekstrak kental etanol 96%.  
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2. Penyiapan larutan Uji 
a. Pembuatan larutan stok DPPH 
Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 15,77 mg kemudian ditambah 
methanol p.a 100 ml sehingga diperoleh konsentrasi 0,4 mM.  
b. Pembuatan Larutan Vitamin C (Control) 
Sebanyak 10 mg vitamin C dilarutkan dalam metanol p.a 100 ml sehingga 
diperoleh konsentrasi sebesar 100 ppm sebagai larutan stok. 
c. Pembuatan deret konsentrasi larutan uji  
Sebanyak 10 mg Ekstrak yang diperoleh dilarutkan dengan 10 ml metanol 
p.a sehingga kadarnya 1000 ppm larutan stok. 
d. Analisis dan Pengolahan Data 
 Data yang diperoleh dari hasil pengamatan dihitung dengan menggunakan 
analisis probit untuk mendapatkan IC50. 
3. Analisis Kuantitatif 
a. Pembuatan Larutan Blanko  
Larutan blanko dibuat dengan 2 mL metanol p.a dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi kemudian ditambahkan 1 mL DPPH kemudian dihomogenkan. 
Selanjutnya larutan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C. 
b. Pengukuran Daya Antiradikal Bebas Ekstrak Daun tembakau 
Larutan stok masing-masing ekstrak dipipet 5 µl, 10 µl, 15 µl, 20 µl, 25 
µl, kemudian ditambahkan larutan DPPH sebanyak 1 ml dan dicukupkan 
volumenya dengan pelarut sampai 5 ml sehingga diperoleh konsentrasi 1 ppm, 2 
ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm dari masing-masing ekstrak. Campuran tersebut 
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dikocok dengan menggunakan vortex dan inkubasi 30 menit pada suhu 37°C. 
Masing-masing larutan tersebut diukur serapannya pada panjang gelombang 517 
nm. Pengerjaan dilakukan dengan replikasi tiga kali agar hasil yang diperoleh 
lebih akurat. 
c. Pengukuran daya antiradikal bebas vitamin C 
Larutan stok masing-masing dipipet 100 µl, 150 µl , dan 200 µl kemudian 
ditambahkan 1 ml larutan DPPH dan dicukupkan volumenya dengan pelarut 
sampai 5 ml sehingga diperoleh konsentrasi Vitamin C 2 ppm, 3 ppm,4 ppm. 
Campuran tersebut dikocok dengan menggunakan vortex dan inkubasi 30 menit 
pada suhu 37°C. Masing-masing larutan tersebut diukur serapannya pada panjang 
gelombang 517 nm. Pengerjaan dilakukan dengan replikasi tiga kali agar hasil 
yang diperoleh lebih akurat. 
d. Analisis data  
Nilai konsentrasi penghambatan ditentukan dengan analisis statistik 
menggunakan regresi linear dari data % inhibisi dengan konsentrasi sampel. 
Besarnya persentase pengikatan radikal bebas dihitung dengan rumus: 
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4. Skrining Fitokimia 
a. Uji Tanin  
Ekstrak dipipet sebanyak 3 tetes ke dalam plat tetes. Ekstrak ditambahkan  
dengan larutan FeCl3 1% sebanyak 2 tetes. Sampel positif mengandung tanin jika 
larutan mengalami perubahan warna menjadi hijau kehitaman. 
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b. Alkaloid. 
Ekstrak dipipet sebanyak 3 tetes ke dalam plat tetes. Ekstrak ditambahkan  
dengan pereaksi Dragendorf, jika sampel positif mengandung alkaloid, maka 
timbul warna jingga dengan latar belakang kuning. 
b. Steroid 
Ekstrak dipipet sebanyak 3 tetes ke dalam plat tetes. Ekstrak ditambahkan 
dengan pereaksi Liebermann-Burchard atau pereaksi Salkowski. munculnya 
warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid. 
c. Flavanoid 
Ekstrak dipipet sebanyak 3 tetes ke dalam plat tetes. Ekstrak ditambahkan 
dengan pereaksi H2SO4, jika larutan positik maka akan mengalami perubahan 
warna kunig, merah atau coklet.   
d. Fenol 
Ekstrak dipipet sebanyak 3 tetes ke dalam plat tetes. Ekstrak ditambahkan 
dengan pereaksi HCl, jika larutan positif mengandung fenol akan dihasilkan 
warna hijau atau biru. 
e. Khumarin 
Ekstrak dipipet sebanyak 3 tetes ke dalam plat tetes. Ekstrak ditambahkan 
dengan pereaksi KOH etanolik, jika sampel positif mengandung senyawa 
khumarin akan dihasilkan warna merah terang. 
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BAB IV 
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian  
 Dari hasil ekstraksi 800 g simplisia daun tembakau (Nicotiana tabacum 
L.) menggunakan metode maserasi bertingkat dengan pelarut n-Heksan, Etil 
asetat, etanol 96% dan air. 
1. Ekstraksi Daun Tembakau Tembakau (Nicotiana tabacum L.) 
Tabel 1. Jumlah ekstrak yang diperoleh dari hasil Ekstraksi.  
Simplisia 800 g Bobot Ekstrak % Rendamen 
n-Heksan 22,4 g 2,8 % 
Etil Asetat 21,4 g 2,67 % 
Etanol 96% 39,5 g 4,94 % 
Air 20,2 g 2,52 % 
 
2. Hasil Nilai IC50 Perendaman Radikal Bebas Ekstrak Daun 
Tembakau (Nicotiana Tabacum L.) 
Tabel 2. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak N-Heksan daun tembakau 
(Nicotiana tabacum L.) dengan aktivitas peredaman radikal bebas terhadap 
DPPH. 
 
Konsentrasi 
Sampel (ppm) 
Absorbansi 
sampel  
% 
Penghambatan 
Nilai IC50 
1  0,689 24,28 
2,87 
2 0,578 36,48 
3 0,413 54,61 
4 0,301 66,92 
5 0,212 76,70 
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Tabel 3. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak Etil Asetat daun tembakau 
(Nicotiana tabacum L.) dengan aktivitas peredaman radikal bebas terhadap 
DPPH. 
Konsentrasi 
Sampel (ppm) 
Absorbansi sampel 
% 
Penghambatan 
Nilai IC50 
1 0,593 34,84 
2,28 
2 0,489 46,26 
3 0,382 58,2 
4 0,252 72,30 
5 0,172 81,09 
Tabel 4. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak Etanol 96 % daun tembakau 
(Nicotiana tabacum L.) dengan aktivitas peredaman radikal bebas terhadap 
DPPH. 
Konsentrasi 
Sampel (ppm) 
Absorbansi sampel 
% 
Penghambatan 
Nilai IC50 
1 0,697 23,40 
2,96 
2 0,566 37,80 
3 0,476 47,6 
4 0,352 61,31 
5 0,156 82,86 
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Tabel 5. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak Air daun tembakau (Nicotiana 
tabacum L.) dengan aktivitas peredaman radikal bebas terhadap DPPH. 
Konsentrasi 
Sampel (ppm) 
Absorbansi sampel % 
Penghambatan 
Nilai IC50 
1 0,798 12,31 
3,96 
2 0,685 25,05 
3 0,592 38,24 
4 0,423 53,52 
5 0,359 60,55 
 
3. Hasil absorbansi Asam Askorbat (Vit.C) 
Tabel 6. Hasil uji aktivitas antioksidan Asam askorbat  
Konsentrasi  
(ppm) 
Absorbansi Vit C 
% 
Penghambatan 
Nilai IC50 
2 ppm 0,525 42,30 
2,51  3 ppm 0,392 56,92 
4 ppm 0,290 68,13 
 
4. Hasil Uji skrining fitokimia 
Tabel 7. Hasil uji skrining fitokimia ekstrak Daun Tembakau (Nicotiana tabacum 
L.) 
Ekstrak Senyawa Pereaksi Hasil Ket 
N-heksan Alkaloid Dragendorf (-) Kuning 
Terpenoid/ 
Steroid 
LB (-) Kuning 
Fenolik FeCl3 (-) Orange 
Flavanoid AlCl3  (+) Kuning 
Kumarin KOH (-) Hijau 
Senyawa Organik H2SO4 (-) Hijau 
Etil asetat 
 
 
Alkaloid Dragendorf  (-) Hijau 
Terpenoid/ 
Steroid 
LB (+)  Hijau/ 
Steroid 
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Ekstrak Senyawa Pereaksi Hasil Ket 
Etil asetat Fenolik FeCl3 (+) Hitam 
Flavanoid AlCl3 (-) Bening 
Kumarin KOH  (-) Hijau Tua 
Senyawa Organik H2SO4 (-) Kuning 
Etanol 96% Alkaloid Dragendorf (+) Jingga 
Terpenoid/ 
Steroid 
LB (+) Cokelat 
Fenolik FeCl3  (+) Hitam 
Flavanoid AlCl3 (+) Kuning 
Kumarin KOH (+) Merah 
Senyawa Organik H2SO4  (+) Cokelat 
Air Alkaloid Dragendorf (+) Jingga 
Terpenoid/ 
Steroid 
LB (-) Kuning 
Fenolik FeCl3 (+) Hitam 
Flavanoid AlCl3 (-) Cokelat 
Kumarin KOH  (-) Kuning 
Senyawa Organik H2SO4 (+) Cokelat 
 
B. Pembahasan  
  Radikal bebas merupakan suatu senyawa atau molekul yang memiliki 
satu atau lebih elektron tidak berpasangan meyebabkan senyawa tersebut sangat 
reaktif mencari pasangan, dengan  mengikat elektron molekul yang berada di 
sekitarnya. Radikal bebas dapat berasal dari  dalam tubuh sebagai  bagian dari 
hasil proses metabolisme. Sedangkan  radikal bebas yang bersumber dari luar 
tubuh dapat disebabkan oleh faktor lingkungan, termasuk kebiasaan merokok, 
penggunaan pestisida pada makanan, polusi dan radiasi (Subarnas, 2017: 2). 
Radikal bebas dapat dihindari dengan adanya atioksidan yang mampu 
mencegah oksidasi. Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (donor 
elektron) yang dapat menghambat reaksi oksidasi, dengan mengikat radikal bebas 
dan molekul yang sangat reaktif. Antioksidan berperan menangkal radikal bebas 
dalam tubuh sehingga dapat melawan kerusak an oksidatif juga menghambat 
46 
 
 
proses oksidasi lemak/minyak sehingga mempunyai fungsi sebagai pengawet 
(Subarnas, 2017: 2). 
DPPH digunakan karena merupakan radikal bebas yang stabil pada suhu 
ruang. DPPH ini akan menerima elektron atau radikal hidrogen dan akan 
membentuk molekul diamagnetik yang stabil. Interaksi antioksidan dengan 
DPPH, baik secara transfer elektron atau hidrogen pada DPPH, akan menetralkan 
karakter radikal bebas dari DPPH. 
  Antioksidan  sangat bermanfaat  bagi kesehatan dan berperan penting 
untuk mempertahankan  mutu  produk pangan. Manfaat antioksidan bagi kesehatan 
dan kecantikan, misalnya untuk mencegah penyakit kanker dan tumor,   
penyempitan   pembuluh darah, penuaan dini, dan lain-lain. Antioksidan dalam  
produk  pangan,  dapat  digunakan  untuk mencegah terjadinya proses oksidasi 
yang dapat menyebabkan  kerusakan,  misalnya  ketengikan perubahan  warna  dan  
aroma,  serta  kerusakan fisik lainnya (Firdiyani, 2015: 29). 
Salah satu golongan senyawa yang memiliki bersifat antioksidan yaitu 
golongan fenolik, tannin dan flavonoid. Senyawa-senyawa golongan flavonoid 
berpotensi sebagai antioksidan karena mampu mendonorkan elektron yang 
dimilikinya untuk menstabilkan radikal dengan adanya gugus –OH yang terikat 
pada karbon cincin aromatik, produk radikal bebas terstabilkan secara  resonansi 
dan tidak reaktif dengan kebanyakan radikal bebas lain. 
Vitamin C digunakan sebagai kontrol positif karena vitamin C berfungsi 
sebagai antioksidan sekunder yang berasal dari alam (Marzuki, 2012). Vitamin C 
atau L-asam askorbat merupakan antioksidan yang larut dalam air. Sebagai 
antioksidan, vitamin C bekerja sebagai donor elektron dengan cara memindahkan 
satu elektron ke senyawa logam Cu dan pada reaksi biokimia intraseluler dan 
ekstraseluler. Antioksidan vitamin C mampu bereaksi dengan radikal bebas, 
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kemudian mengubahnya menjadi radikal askorbil. Senyawa radikal terakhir ini 
akan segera berubah menjadi askorbat dan dehidroaskorbat. Askorbat dapat 
langsung menangkap radikal bebas oksigen baik dengan atau tanpa katalisator 
enzim. Sedangkan dehidroaskorbat tidak stabil pada pH diatas 6 karena senyawa 
tersebut akan terpecah menjadi tartarat dan oksalat. Hal ini dapat dicegah dengan 
direduksinya dehidroaskorbat menjadi askorbat oleh dehidroaskorbat reduktase 
yang melibatkan glutation (Harningsih. 2017: 39). 
Dalam Al-Qur’an QS. Ali-Imram: 191 Allah swt berfirman : 
 fِgۡhَ iِj َنو ُ^ ﱠkَlَmَbَو nۡoِِpqُrsُ uَٰgvََو اٗدqzُُ{َو |}ٗ َٰ~ِ{ َ ﱠYٱ َنو ُ^ _ُaَۡb cَbaِﱠeٱ
  ِر|ﱠreٱ َباaَvَ |َrِَj ََr ٰَۡُ ٗِ َٰp اaَ َٰھ ََۡghَ |َ |َrﱠpَر ِضَۡرۡٱَو ِت ٰqَ ٰ}َ ﱠeٱ  
) .١٩١(  
Terjemahnya: 
“(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau 
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit 
dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau 
menciptakan ini dengan sia-sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah 
Kami dari siksa neraka”. (Kementrian Agama RI) 
Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah swt  menguraikan sekelumit dari 
penciptaan-Nya serta memerintahkan agar memikirkannya. Allah swt 
menciptakan segala sesuatu tidak ada yang sia-sia termasuk dengan segala jenis 
tumbuhan dimuka bumi khususnya Tembakau yang awalnya dianggap sebagai 
salah satu bahan pokok dalam pembuatan rokok yang banyak memicu timbulnya 
segala penyakit tetapi disisi lain tembakau juga memiliki manfaat dari segi 
kesehatan khususnya sebgaia antioksidan yang dapat menangkal radikla bebas. 
Hal ini dapat kita jadikan sebagai bahan untuk lebih mengesakan dan mensyukuri 
nikmat yang telah Allah berikan kepada manusia. 
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Menurut Syaikh Imam al-Qurthubi bahwa Allah swt memerintahkan kita 
untuk melihat, merenung, dan mengambil kesimpulan pada tanda-tanda ke-
Tuhanan. Karena tanda-tanda tersebut tidak mungkin ada kecuali diciptakan oleh 
Yang Maha Hidup, Yang Maha Suci, Maha Menyelamatkan, Maha Kaya dan 
tidak membutuhkan apapun yang ada di alam semesta. Dengan menyakini hal 
tersebut maka keimanan mereka bersandarkan atas keyakinan yang benar dan 
bukan hanya sekedar ikut-ikutan.  Inilah salah satu fungsi akal yang diberikan 
kepada seluruh manusia, yaitu agar mereka dapat menggunakan akal tersebut 
untuk merenungi tanda-tanda yang telah diberikan oleh Allah swt. 
 Al-Hasan menambahkan: tafakkur adalah cermin seorang mukmin, ia 
dapat melihat segala kebaikan dan keburukan melaluinya. Dan beberapa hal yang 
harus direnungi pada saat tafakkur adalah ancaman-ancaman dan janjijani yang 
dipersiakan untuk di akhirat annti, yaitu hari kiamat, hari kebangkitan, surge dan 
segala kenikmatan yang ada di dalamnya, juga neraka dan segala siksa yang 
terdapat di dalamnya (Syaikh Imam al-Qurthubi, 2008: 781). 
Menurut Teungku Muhammad Hasbi Ash-Shiddieqy Orang yang berakal 
(Ulūl-albāb) adalah orang yang memperhatikan penciptaan langit dan bumi 
beserta isi dan hukum-hukumnya, lalu mengingat penciptanya yakni Allah, dalam 
segala keadaaan.Kemenangan dan keberuntungan hanyalah dengan mengingat 
kebesaran Allah serta memikirkan segala makhluk-Nya yang menunjuk kepada 
adanya Sang Khaliq yang Esa.Yang memiliki ilmu dan kodrat, yang diiringi oleh 
iman dan taqwa. Dalam kegiatan tafakkur mereka juga mengingat Allah seraya 
lisannya berucap memuji keagungan dan kebesaran-Nya atas ciptaan yang 
mengandung hikmah dan kemashlahatan. Masing-masing orang akan memperoleh 
pembalasan atas amal perbuatannya kelak, baik itu amal shalih maupun buruk. 
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Dalam surat As-Syu’ara ayat 80 Allah menjelaskan bahwa: 
  cِ~ِlَۡb qَُoَj ُِۡ^ َ اَِذإَو)٨٠(  
Terjemahnya: 
 “Dan apabila Aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku” (Kementerian 
Agama RI) 
 Ayat diatas menjelaskan bahwa Ungkapan “setiap penyakit pasti ada 
obatnya”, artinya bisa bersifat umum, sehingga termasuk di dalamnya penyakit-
penyakit mematikan dan berbagai penyakit yang tidak bisa disembuhkan oleh para 
dokter. Allah sendiri telah menjadikan untuk penyakit tersebut obat-obatan yang 
dapat menyembuhkannya. Akan tetapi ilmu tersebut tidak ditampakkan Allah 
untuk menggapainya. Karena ilmu pengetahuan yang dimilki oleh manusia 
hanyalah sebatas yang diajarkan oleh Allah swt. Oleh sebab itu, kesembuhan 
terhadap penyakit dikaitkan oleh Rasulullah dengan proses kesesuaian obat 
dengan penyakit yang diobati. Karena setiap ciptaan Allah swt. Itu pasti ada 
penawarnya (Ar-Rumaikhon, 2008). 
 Tumbuhan Tembakau merupakan ciptaan Allah swt berupa tumbuhan 
yang dapat memberikan manfaat bagi umat manusia, namun untuk mengetahui 
atau membuktikan manfaat dari Tembakau maka perlu untuk diteliti lebih lanjut, 
hal ini bertujuan untuk menambah data ilmiah tentang tumbuhan tersebut, selain 
itu dari beberapa hasil penelitian telah membuktikan manfaat dari tumbuhan ini 
sebagai antioksidan, hal ini dapat menambah kaimanan kita kepada Allah swt, 
tidaklah Allah swt menurunkan penyakit jika Allah tidak menurunkan obatnya. 
Sampel yang digunakan uji aktivitas antioksidan adalah daun tembakau 
(Nicotiana tabacum L.) yang di ambil didaerah soppeng. Pengambilan sampel 
dilakukan pada pagi hari (10.00-12.00) hal ini dikarenakan saat itu terjadi proses 
fotosintesis yang maksimal, dipilih tumbuhan yang memiliki tinggi yang tidak 
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kurang dari 1 meter yang diperkirakan sudah cukup tua sehingga diharapkan 
kandungan zat aktif dalam tanaman tersebut sudah cukup banyak. Selanjutnya 
dilakukan proses pencucian pada simplisia yang bertujuan untuk membersihkan 
kotoran-kotoran yang masih melekat pada daun. Selanjutnya dilakukan 
pengeringan untuk untuk mencegah pertumbuhan mikroba pada sampel.  
Sampel yang telah kering kemudian di ekstraksi dengan metode maserasi 
bertingkat menggunakan pelarut N-Heksan, Etil Asetat, Etanol 96% dan Air. 
Metode maserasi dipilih karena pengerjaannya yang relatif lebih mudah 
dibandingkan dengan metode ekstraksi lainnya. Prinsip dari metode maserasi 
sendiri adalah memisahkan suatu komponen dari campurannya menggunakan 
pelarut tertentu. Pelarut yang digunakan menembus dinding sel dan masuk 
menuju rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif ini akan larut karena 
adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif didalam sel dengan yang ada 
diluar sel, maka larutan yang terdapat didesak keluar. Peristiwa tersebut berulang 
sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan diluar dan larutan 
didalam sel. 
Setelah di dapat hasil dari maserasi dari masing-masing pelarut 
selanjutnya dilakukan penguapan menggunakan alat rotary vakum evaporator 
hingga diperoleh ekstrak kental. Setelah itu ekstrak kental yang didapat ditimbang 
dan dihitung % rendamen menggunakan rumus  
% rendamen = 
	 	
	 !"#	$ %&	'(	 (
		100	% 
Nilai rendamen yang diperoleh dari masing-masing ekstrak yaitu ekstrak 
N-Heksan, Etil Asetat, Etanol 96% dan Air secara berturut-turut adalah 2,8 %, 
2,67 %, 4,94 %, 2,52 %. 
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Skirining fitokimia merupakan tahap pendahuluan dalam suatu penelitian 
fitokimia yang bertujuan memberi gambaran tentang golongan senyawa yang 
terkandung dalam tanaman yang diteliti. Metode skrining fitokimia yang 
dilakukan dengan melihat reaksi pengujian warna dengan menggunakan suatu 
pereaksi warna (Susanty, 2014: 100). 
Skrining fitokimia dilakukan dengan cara ekstrak dipipet kedalam plat 
tetes atau tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi (FeCl3, 
H2SO4, KOH, HCL 2 N, Dragendrof, LIebermand-Buerchard) kemudian diamati 
perubahan warna yang terjadi. Uji tanin dilakukan dengan cara ekstrak dipipet 
kedalam plat tetes atau tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2 tetes 
pereaksi FeCl3 sebnayk 2 tetes sampel positif mengandung tanin jika larutan 
mengalami perubahan warna menjadi hijau kehitaman. Uji Alkaloid dilakukan 
dengan cara ekstrak dipipet kedalam plat tetes atau tabung reaksi, kemudian 
ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Dragendorf sebanyak 2 tetes sampel positif 
mengandung alkaloid jika timbul warna jingga dengan latar belakang kuning. Uji 
steroid dilakukan dilakukan dengan cara ekstrak dipipet kedalam plat tetes atau 
tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Liebermann-
Burchard sebanyak 2 tetes sampel positif mengandung steroid jika larutan 
mengalami perubahan warna menjadi hijau kebiruan. Uji Flavonoid dilakukan 
dengan cara ekstrak dipipet kedalam plat tetes atau tabung reaksi, kemudian 
ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi H2SO4 sebanyak 2 tetes sampel positif 
mengandung flavoniod jika larutan mengalami perubahan warna menjadi kuning, 
merah atau cokelat. Uji Fenol dilakukan dengan cara ekstrak dipipet kedalam plat 
tetes atau tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi HCl 
sebanyak 2 tetes sampel positif mengandung fenol jika larutan mengalami 
perubahan warna menjadi hijau atau biru. Uji khumarin dilakukan dengan cara 
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ekstrak dipipet kedalam plat tetes atau tabung reaksi, kemudian ditambahkan 
dengan 2 tetes pereaksi KOH sebanyak 2 tetes sampel positif mengandung 
khumarin jika larutan mengalami perubahan warna menjadi merah terang. 
Uji aktivitas antioksidan daun Tembakau (Nicotiana tabacum L.) 
dilakukan menggunakan metode DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhidrazin), metode 
ini dipilih karena beberapa kelebihan yaitu metode yang relative sederhana, cepat 
dan tidak membutuhkan reagen yang banyak. DDPH digunakan sebagai radikal 
bebas yang akan diredam aktivitasnya dengan menggunakan antioksidan yang 
terdapat dalam sampel uji yang digunakan. Metode ini bertujuan untuk 
mengetahui berapa besar daya peradamannya maka dilakukan pengukuran 
absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis. Peradaman (Inhibisi) terhadap 
radikal bebas dinyatakan dalam persen, dan aktivitas antioksidan dinyatakan 
dengan IC50 yang menunjukkan konsentrasi sampel antioksidan dapat meredam 
aktivitas DPPH sebesar 50%. Nilai IC50 yang semakin kecil menunjukkan 
aktivitas antioksidan semakin tinggi. Pembanding yang digunakan dalam 
penelitian ini menggunakan vitamin C sebagai kontrol positif. 
Aktivitas antioksidan dilakukan secara kuantitatif dengan menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis. Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui absorbansi 
DPPH yang tersisa setelah dilakukan penambahan ekstrak uji. Dari nilai 
absorbansi yang diperoleh maka dapat di tentukan presentasi perendaman/inhibisi 
radikal bebas DPPH. Dari masing-masing konsentrasi sampel yang diuji 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis didapat nilai presentase inhibisi (%). 
Hasil tersebut kemudian ditentukan dalam sebuah grafik yang diperoleh 
persamaan garis y = ax + b maka diperoleh nilai IC50 dengan perhitungan secara 
regresi linear dimana x adalah konsentrasi (µg/mL) dan y adalah presentase 
inhibisi (%).  
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Pengukuran absorbansi daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) pertama 
dibuat larutan stok DPPH dengan menimbang sebanyak 15,77 mg kemudian 
dilarutkan dengan methanol p.a 100 ml, selanjutnya di pipet masing-masing 
larutan stok ekstrak sebnayak 5 µl, 10 µl, 15 µl, 20 µl, 25 µl selanjutnya 
ditambahkan DPPH 1 ml dan dicukupnya volumenya sampai 5 ml. Kemudian 
larutan divortex untuk menghomogenkan setelah itu di inkubasi selama 30 menit 
dalam suhu ruangan. Selanjutnya diukur nilai absorbansi menggunakan 
Spektrofotometer UV-Vis, pengerjaan dilakukan dengan replikasi 3 kali untuk 
memperoleh hasil yang lebih akurat. Pengerjaan pun dilakukan dalam ruangan 
yang terhindar dari cahaya matahari langsung agar larutan DPPH tetap stabil. 
Setelah itu dihitung nilai inhibisi (%) menggunakan rumus : 
%	ℎ	
:	


	
 − 	

		


	

		100	% 
Hasil menunjukkan bahwa ekstrak n-Heksan, Etil Asetat, Etanol 96% dan 
Ekstrak Air Daun Tembakau (Nicotiana tabacum L.) memiliki aktivitas 
antioksidan. Ini terlihat  dari grafik dan hasil  % penghambatan yang menyatakan 
semakin tinggi konsentrasi suatu ekstrak maka semakin banyak pula senyawa 
metabolit sekunder yang dapat mendonorkan atom H pada radikal DPPH untuk 
membentuk senyawa DPPH-H yang relative lebih stabil. Dengan semakin 
banyaknya senyawa DPPH yang menjadi stabil oleh senyawa metabolit sekunder 
yang  mendonorkan satu atau lebih protonnya kepada senyawa radikal bebas maka 
semakin rendah pula intensitas warna dari senyawa DPPH tersebut sehingga nilai 
absorbansinya juga semakin kecil. Sehingga nilai persentase inhibisi juga 
mengalami peningkatan. Berdasarkan persamaan regresi linear y = ax + b, 
diperoleh nilai IC50 untuk ekstrak n-Heksan daun tembakau sebesar 2,87 ppm, 
nilai IC50 untuk ekstrak etil asetat daun tembakau sebesar 2,28 ppm, nilai IC50 
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untuk ekstrak etanol 96% daun tembakau sebesar 2,96 ppm dan nilai IC50 untuk 
ekstrak Air daun tembakau sebesar 3,96 ppm. 
Suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan yang sangat kuat apabila 
nilai IC50 ≤ 50 ppm, senyawa dikatakan sebagai antioksidan kuat apabila nilai IC50 
antara 50-100 ppm, senyawa dikatakan sebagai antioksidan sedang apabila nilai 
IC50 antara 101–150 ppm dan senyawa dikatakan antioksidan lemah apabila nilai 
IC50 lebih dari 151 ppm (Thamrin, 2016: 59). 
Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi Vit.C  sebagai pembanding, 
pengerjaan pertama yaitu dilakukan pembuatan larutan stok Vit.C (Asam 
askorbat) dengan menimbang sebanyak 10 mg kemudian dilarutkan dengan 
methanol p.a 100 ml hingga kadar larutan 100 ppm. Kemudian larutan stok 
dipipet 100 µl, 150 µl, 200 µl lalu ditambahkan DPPH 1 ml selanjutkan 
dicukupkan volumenya sampai 5 ml hingga kadar mencapai 2 ppm, 3 ppm, dan 4 
ppm. Larutan kemudian dihomogenkan dengan cara di vortex, dan diinkubasi 
selama 30 menit. Kemudian di analisi dengan Spektrpfotometer UV-Vis. 
Pengerjaan dilakukan dengan replikasi 3 kali untuk memperoleh hasil yang lebih 
akurat. Pengeraan pun dilakukan di tempat yang terhindar dari sinar matahari 
langsung untuk menjaga agar DPPH tetap stabil. Nilai IC50 untuk larutan standar 
asam askorbat sebesar 2,51 ppm. 
Berdasarkan hasil yang diperoleh, ekstrak n-Heksan, Etil Asetat, Etanol 
96% dan Ekstrak Air daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) memiliki aktivitas 
antioksidan yang sangat kuat dikarenakan nilai dari IC50 dibawah 50 ppm. Potensi 
aktivitas peredaman  radikal bebas dari Ekstrak daun tembakau (Nicotiana 
tabacum L.) adalah dasar untuk mengembangkan penggunaan antioksidan alami 
yang dapat digunakan dalam berbagai sediaan farmasetik guna menunjang 
kebutuhan antioksidan. 
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BAB V 
PENUTUP 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat 
disimpulkan bahwa : 
1. Ekstrak  n-Heksan, ekstrak Etil Asetat, ekstrak etanol 96% dan ekstrak Air 
Daun Tembakau (Nicotiana tabacum L.) memiliki aktivitas antioksidan.  
2. Nilai IC50  ekstrak n-Heksan 2,87 ppm. Ekstrak Etil asetat 2,28 ppm, 
ekstrak etanol 96% 2,96, ekstrak Air 3,96 ppm. 
B. Saran 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka saran yang dapat  
diberikan antara lain sebagai berikut:  
1. Perlu dilakukan  pengujian aktivitas antioksidan terhadap ekstrak daun 
tembakau dengan mengggunakan metode lain sehingga dapat 
dibandingkan hasil yang diperoleh dengan menggunakan metode DPPH.   
2. Sebaiknya Selalu dilakukan pembuatan larutan stok baru pada saat 
pengujian. 
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Lampiran 1: Skema Ekstraksi sampel (Maserasi Bertingkat). 
 
 
 
 
 
Maserasi n-Heksan 
 
 
  
                                                                                      Maserasi Etil Asetat 
  
 
 
  Maserasi  
 
 
 
  
 Refluks Air  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
800 g serbuk daun Tembakau 
(Nicotiana tabacum) 
Ampas Ekstrak n-Heksan 
Ekstrak etil asetat 
Ekstrak etanol Ampas 
Ekstrak air Ampas 
 
Uji antioksidan 
Ampas 
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Lampiran 2: Penyiapan larutan 
a. Pembuatan larutan stok 
1. Pembuatan larutan stok ekstrak  
 
 
 
    Dilarutkan dengan metanol p.a 10 ml 
 
 
2. Pembuatan larutan Vitamin C (control) 
 
 
 Dilarutkan dengan metanol p.a 100 ml 
 
 
3. Pembuatan larutan DPPH 
 
 
Dilarutkan dalam 100 ml metanol p.a 
 
 
 
 
 
 
10 mg masing-masing ekstrak 
Kadar 1000 ppm 
10 mg masing-masing ekstrak 
Kadar 100 ppm 
15,77 serbuk DPPH 
Kadar 0,4 mM 
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Lampiran 3: Skema Pengukuran Absorbansi perendaman radikal 
menggunakan Spektrofotometri UV-VIS 
Untuk uji Ekstrak 
 
 
 Ditambahkan 10 ml metanol p.a 
 
 
  
   5 µl     10 µl       15 µl      20 µl     25 µl   
    + 1 ml larutan DPPH  
    dicukupkan 5 ml 
  
     1 ppm      2 ppm      3 ppm    4 ppm      5 ppm 
   
 Diinkubasi 30 menit suhu 37ºC 
  Dianalisis dengan spektrofometri   
  Pada maks 517 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 mg ekstrak 
Larutan stok 1000 ppm 
Amati hasil 
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Lampiran 4. Skema uji larutan Vitamin C (Control) 
 
 
Ditambahkan 100 ml pelarut 
 
 
  
     100 µl             150 µl               200 µl         
    + 1 ml larutan DPPH  
    dicukupkan 5 ml 
  
    2 ppm             3 ppm              4 ppm    
  Diinkubasi 30 menit suhu 37º C 
  Dianalisis dengan spektrofometri   
  Pada maks 517 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 mg Vitamin C 
Larutan stok 100 
ppm 
Amati hasil 
64 
 
 
Lampiran 6. Skirining Fitokimia 
a. Uji Tanin 
 
 
Dipipet kedalam tabung reaksi sebanyak 3 
tetes 
Ditambahkan dengan 2 tetes FeCL3  
 
 
 
b. Uji Fenolik  
 
 
Dipipet kedalam tabung reaksi sebanyak 3 
tetes 
Ditambahkan dengan 2 tetes FeCL3  
 
 
c. Uji Flavonoid 
 
 
Dipipet kedalam tabung reaksi sebanyak 3 
tetes 
Ditambahkan dengan 2 tetes H2SO4 
 
 
 
Ekstrak Daun Tembakau  
Amati hasil 
Ekstrak Daun Tembakau  
Amati hasil 
Ekstrak Daun Tembakau  
Amati hasil 
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d. Uji Steroid 
 
 
Dipipet kedalam tabung reaksi sebanyak 3 
tetes 
Ditambahkan dengan pereaksi Lieberman-
Burchard 
 
e. Uji Khumarin  
 
Dipipet kedalam tabung reaksi sebanyak 3 
tetes 
     Ditambahkan pereaksi KOH  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ekstrak Daun Tembakau  
Amati hasil 
Ekstrak Daun Tembakau  
Amati hasil 
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Lampiran 7. Analisis data  
a. Perhitungan Pengenceran 
Stok : 10 mg/ 10 ml   ppm = 
)*
!#
  : 1000 ppm   
untuk 1 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 1000  = 5  x 1 
    V1 = 5 μ, 
Untuk 2 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 1000 = 5 x 2     
    V1 = 10 μ, 
Untuk 3 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 1000 = 5 x 3     
    V1 = 15 μ, 
Untuk 4 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 1000 = 5 x 4     
    V1 = 20 μ, 
Untuk 5 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 1000 = 5 x 5     
    V1 = 25 μ, 
b. Perhitungan konsentrasi asam askorbat 100 ppm 
Dik : 10 mg / 100 μ,								 ∶ 100	ppm 
Untuk 2 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 100 = 5 x 2     
    V1 = 100 μ, 
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Untuk 3 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 100 = 5 x 3     
    V1 = 150 μ, 
Untuk 4 ppm  V1 x N1 = V2 x N2 
    V1 x 100 = 5 x 4    
    V1 = 200 μ, 
Lampiran 8. Perhitungan Penyiapan Larutan 
1. DPPH 
0,4 mM   =
01234!#
*
 
4 x 10-7 mol  = 
0	5	2367!#
!#
 
4 x 10-7 mol  =
&
89
 
4 x 10-7 mol  =
&
:;0,:=
>
?@
 
Massa    = 4 x 10-7 mol. (394,32 g/mol)   
Massa/mL   = 0,0001577 g       
Massa/100 mL  = 0,01577 g   
= 15,77 mg 
DPPH diambil sebanyak 15,77 mg dan dicukupkan volumenya 
hingga 100 ml Menggunakan metanol p.a. 
ppm = 
)*
!#
A		
2B.773
233
A 157,7 
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Lampiran 9. Perhitungan % penghambatan untuk uji antioksidan pada 
ekstrak dengan menggunakan DPPH 
1. Ekstrak N-heksan 
% penghambatan  = 
FGHIJGKLHM	NOKLPQI6FGHIJGKLHM	RKSTUO
3,V %(	8# %&
		100% 
n-Heksan 1 ppm = 
3,;2363,WX;
3,;23
		100% 
= 24,28 % 
n-Heksan 2 ppm = 
3,;2363,B7X
3,;23
		100% 
= 36,48 % 
n-Heksan 3 ppm = 
3,;2363,02:
3,;23
		100% 
= 54,61 % 
n-Heksan 4 ppm = 
3,;2363,:32
3,;23
		100% 
= 66,92 % 
n-Heksan 5 ppm = 
3,;2363,=2=
3,;23
		100% 
= 76,70 % 
2. Etil asetat  
Etil asetat 1 ppm =
3,;2363,B;:
3,;23
		100% 
   = 34,84 % 
Etil asetat 2 ppm =
3,;2363,0X;
3,;23
		100% 
   = 46,26 % 
Etil asetat 3 ppm  =
3,;2363,:X=
3,;23
		100% 
   =58,2 % 
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Etil asetat 4 ppm  =
3,;2363,=B=
3,;23
		100% 
   =72,30 % 
Etil asetat 5 ppm  =
3,;2363,27=
3,;23
		100% 
   =81,09 % 
3. Etanol 96% 
Etanol 1 ppm  =
3,;2363,W;7
3,;23
		100% 
   =23,40 % 
Etanol 2 ppm  = 
3,;2363,BWW
3,;23
		100% 
   =37,80 % 
Etanol 3 ppm  = 
3,;2363,07W
3,;23
		100% 
   =47,6 % 
Etanol 4 ppm  = 
3,;2363,:B=
3,;23
		100% 
   =61,31 % 
Etanol 5 ppm  = 
3,;2363,2BW
3,;23
		100% 
   =82,86 % 
4. Air  
Air 1 ppm  =
3,;2363,7;X
3,;23
		100% 
   =12,31 % 
Air 2 ppm  =
3,;2363,WX=
3,;23
		100% 
   =25,05 % 
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Air 3 ppm  =
3,;2363,BW=
3,;23
		100% 
   =38,24 % 
Air 4 ppm  =
3,;2363,0=:
3,;23
		100% 
   =53,52 % 
Air 5 ppm  =
3,;2363,:B;
3,;23
		100% 
   =60,55 % 
5. Vitamin C 
Konsentrasi 2 ppm   =
3,;2363,B=B
3,;23
		100%= 42,30 % 
Konsentrasi 3 ppm =
3,;2363,:;=
3,;23
		100%= 56,92 % 
Konsentrasi 4 ppm =
3,;2363,=;3
3,;23
		100%= 68,13 % 
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Lampiran 10. Kurva % Penghambatan 
a. Pengukuran ekstrak n-Heksan 
 
Kurva % Penghambatan Ekatrak N-Heksan 
b. Pengukuran ekstrak Etil asetat  
 
Kurva % Penghambatan Ekstrak Etil Asetat 
 
 
 
y = 13.528x + 11.214
R² = 0.99
0
20
40
60
80
100
0 1 2 3 4 5 6
In
h
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i 
%
Konsentrasi
Hubungan Konsentrasi dan % Inhibisi Ekstrak N-heksan 
daun Tembakau
Series1
Linear (Series1)
y = 11.854x + 22.976
R² = 0.9963
0
10
20
30
40
50
60
70
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In
h
ib
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i 
%
Konsentrasi
Hubungan Konsentrasi dan % Inhibisi Ekstrak Etil asetat 
daun Tembakau
Series1
Linear (Series1)
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c. Pengukuran absorbansi ekstrak Etanol 96% 
 
Kurva % Penghambatan Ekstrak Etanol 96% 
d. Pengukuran absorbansi ekstrak Air 
 
Kurva % Penghambatan Ekstrak Air 
 
 
 
y = 14.243x + 7.865
R² = 0.9809
0
10
20
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80
90
0 2 4 6
In
h
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is
i 
%
Konsentrasi
Hubungan Konsentrasi dan % Inhibisi Ekstrak Etanol 96% 
daun Tembakau
Series1
Linear (Series1)
y = 12.495x + 0.449
R² = 0.99
0
10
20
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40
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70
0 2 4 6
In
h
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is
i 
%
Konsentrasi
Hubungan Konsentrasi dan % Inhibisi Ekstrak Air daun 
Tembakau
Series1
Linear (Series1)
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Lampiran 11. Perhitungan Inhibitory Concentration (IC50) 
a. Ekstrak n-Heksan Daun Tembakau 
y = ax + b 
y  = 13.528x + 11.214 
50 = 13.528x + 11.214 
X = 
B3622.=20
2:,B=X
 
X = 2.87 
b.  Ekstrak Etil asetat Daun Tembakau 
y = ax + b 
y  = 11.854x + 22.976 
50 = 11.854x + 22.976 
X = 
B36==,;7W
22.XB0
 
X = 2.28 
c. Ekstrak Etanol 96% Daun Tembakau 
y = ax + b 
y  = 14.243x + 7.865 
50 = 14.243x + 7.865 
X = 
B367.XWB
20.=0:
 
X =2.96 
d. Ekstrak Air Daun Tembakau 
y = ax + b 
y  = 12.495x + 0.449 
50 = 12.495x + 0.449 
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X = 
B363.00;
2=.0;B
 
X = 3,96 
e. Asam askorbat  
y = ax + b 
y  = 13.18x + 16.893 
50 = 13.18x + 16.893 
X = 
B362W.X;:
2:.2X
 
X =2,51 
 
Kurva % Penghambatan Vit. C 
 
 
 
 
 
y = 12.915x + 17.038
R² = 0.9942
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 1 2 3 4 5
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h
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%
Konsentrasi
Hubungan Konsentrasi dan % Inhibisi
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Linear (Series1)
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Lampiran 12. Gambar 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Preparasi sampel 
1 : Daun Tembakau 
2 : Perajangan 
3 : Pencucian 
4 : pengeringan 
 
 
 
 
 
1 2
3 4
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Gambar 3 Proses Ekstraksi 
1. Penimbangan Sampel 
2. Penuangan Pelarut 
3.  Maserasi 
4. Evaporasi Sampel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 
3 
1 
4 
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Gambar 4 . Ekstrak daun tembakau 
1 : Ekstrak n-heksan   
2 : Ekstrak etanol 
3 : Ekstrak etil asetat  
4 : Ekstrak air 
 
 
1 2 3 
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Gambar 5. Penyiapan larutan uji 
1: penimbangan ekstrak 
            2: penimbangan larutan uji  
            3: pembuatan laruytan induk ektrak  
            4: pembuatan larutan induk DPPH dan Vit C 
5: Proses Vortex 
6: proses inkubasi 
7: Pengukuran Spektrofotometri UV-Vis 
4 5 6 
7 
